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Die Entwicklungen der letzten Jahrzehnte auf dem Gebiet der NMR (nuclear ma-
gnetic resonance) machen diese mit zu einer der wichtigsten Forschungsmetho-
den, um biologische Makromoleku¨le zu untersuchen. Die Einfu¨hrung der FT-NMR
durch Ernst und Anderson [Ern66] und die Entwicklung der multidimensiona-
len NMR-Spektroskopie durch Jeener [Jee71] brachten den Durchbruch fu¨r diese
Untersuchungen. Mithilfe der NMR ist es mo¨glich geworden, Proteinstrukturen
zu lo¨sen sowie kinetische und dynamische Untersuchungen an Proteinen durch-
zufu¨hren. Obwohl die Strukturberechnungen von Proteinen mithilfe der NMR
mittlerweile ein Standardverfahren darstellen, sind sie in der aktuellen Forschung
immer noch von enormer Bedeutung: Die Kenntnis der Struktur eines Proteins
gibt wichtige Hinweise u¨ber dessen Funktionen. Durch diese Erkenntnis ist es
gezielt mo¨glich, in wichtige Prozesse des Proteins einzugreifen, es zu blockieren
sowie zu fo¨rdern. Dieses Wissen ist vor allem fu¨r die Pharmazie im Bereich der
Medikamentenentwicklung von sehr großer Bedeutung.
Um die ra¨umliche Struktur von Proteinen darzustellen, werden vorwiegend
zwei Methoden verwendet: (1) Die Ro¨ntgenbeugung an Kristallen und (2) die
NMR. Beide Methoden weisen sowohl Vor- als auch Nachteile auf. Die Vortei-
le der Ro¨ntgenbeugung liegen vor allem in der Unabha¨ngigkeit der Proteingro¨ße
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7und in der relativ kurzen Zeit, die beno¨tigt wird, um Strukturen von Proteinen zu
erhalten. Allerdings scheitert diese Methode, wenn es nicht mo¨glich ist, ein Pro-
tein zu kristallisieren. Neben der Ro¨ntgenbeugung hat die Strukturbestimmung
mithilfe der NMR den Nachteil, sehr zeitaufwendig zu sein. Nimmt man diesen
Aufwand jedoch in Kauf, erha¨lt man den markanten Vorteil, nahe an physiologi-
schen Bedingungen messen zu ko¨nnen. Dies ist allerdings nur mo¨glich, wenn ein
biologisches System untersucht wird, dessen Gro¨ße auch der NMR zuga¨nglich ist.
Mittels der Ro¨ntgenkristallographie konnte bereits die Struktur der Ligand-
bindedoma¨ne (LBD) des Proteins PPARγ ermittelt werden [Gam00]. In dieser Ar-
beit wird nun auf die Strukturberechnung der LBD des Proteins PPARγ mithilfe
der NMR eingegangen. Werden die Ergebnisse der beiden Methoden miteinander
verglichen, stellt sich die Frage, ob die verschiedenen Vorbedingungen (Kristall
vs. Lo¨sung) Unterschiede in der Struktur dieses Proteins zeigen. Es werden so-
mit die Unterschiede, die zwischen der Ro¨ntgen- und NMR-Struktur bestehen,
aufgezeigt.
Nicht nur die Struktur der Proteine ist fu¨r die Forschung von Bedeutung, son-
dern auch deren Faltung und Dynamik sowie die Struktur von mo¨glichen Zwi-
schenzusta¨nden. Diese Zwischenzusta¨nde spielen vor allem bei jenen Proteinen
eine große Rolle, die durch eine fehlgefaltete Form Krankheiten (z. B. Alzhei-
mer oder Creutzfeldt-Jakob Krankheit) hervorrufen ko¨nnen. Um diese Zwischen-
zusta¨nde zu erzeugen, ist hoher Druck hervorragend geeignet. Durch das Anlegen
hohen Drucks entfa¨llt die Notwendigkeit, das Protein durch einen chemischen
Eingriff zu sto¨ren. Weiterhin sind A¨nderungen, die hoher Druck hervorruft, fu¨r
die meisten bekannten Proteine reversibel [Tor03]. Bei dieser Methode des sta-
tischen Hochdrucks werden vorwiegend Gleichgewichte zwischen verschiedenen
Konformationen eingestellt. Hattori et al. [Hat04] haben bereits Hochdruck-
messungen am Protein HPr von Staphylococcus carnosus durchgefu¨hrt. In dieser
Arbeit werden Hochdruckmessungen an der Mutante I14A von HPr Staphylococ-
cus carnosus vorgestellt. Im Gegensatz zu den statischen Messungen ist es das Ziel
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von Sprung-Experimenten, biologische Systeme zu sto¨ren und die unmittelbaren
Antworten der Systeme zu messen und zu untersuchen. Sprung-Experimente gibt
es in den verschiedensten Ausfu¨hrungen, z. B. Drucksprung, Temperatursprung
und Stop-Flow-Technik. Werden Messungen mittels NMR durchgefu¨hrt, ist es
sehr wichtig, Versuche mit hoher Genauigkeit oft zu reproduzieren. Druck ist
in diesem Zusammenhang sehr gut geeignet, da sich hervorgerufene A¨nderungen
meist reversibel verhalten.
Zusammenfassend werden in dieser Dissertation zwei verschiedene Forschungs-
schwerpunkte mithilfe der NMR vorgestellt. Zum einen wird die Struktur der LBD
des Proteins PPARγ bestimmt, zum anderen werden Hochdruckmessungen am
Protein HPr I14A durchgefu¨hrt.
Die Grundlagen dieser Forschung werden in Kapitel 2 ausfu¨hrlich beschrie-
ben. Die Arbeit geht dabei auf den ISIC-Algorithmus, die Qualita¨tsbestimmung
von Strukturen und die Theorie des Hochdrucks ein. In Kapitel 3 wird die
Strukturberechnung der Ligandbindedoma¨ne von PPARγ mithilfe der NMR vor-
gestellt. Das Protein PPARγ ist fu¨r eine Vielzahl von biologischen Funktionen
verantwortlich (z. B. Fettbildung, Zellwachstum und Insulinsensitivita¨t). Durch
die Bindung von Thiazolidinedione und der dadurch verbundenen Erho¨hung der
Insulinsensitivita¨t ist dieses Protein ein interessantes Target fu¨r die Pharmazie.
Die NMR bietet in diesem Zusammenhang die Mo¨glichkeit, PPARγ in wa¨ssriger
Lo¨sung zu vermessen und dessen Struktur zu berechnen. Kapitel 4 beschreibt
im Detail die fu¨r die Hochdruckmessungen verwendeten Anlagen. Mithilfe dieser
Anlagen wurden sowohl statische Messungen als auch Drucksprungmessungen am
Protein HPr I14A durchgefu¨hrt. Die Mutante des Histidine-containing phospho-
carrier protein (HPr) I14A entha¨lt eine ku¨nstliche Kavita¨t mit einem Durchmesser
von 4 A˚. In diesem Kapitel werden die Auswirkungen des Drucks auf diese Kavita¨t
und die Stabilita¨t des Proteins dargestellt. Die Ergebnisse sollen Aufschluss u¨ber
mo¨gliche vorhandene Zwischenzusta¨nde geben. Abschließend werden in Kapitel
5 die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst.
Kapitel 2
Grundlagen
In der vorliegenden Arbeit werden mithilfe der NMR die Struktur der Ligand-
bindedoma¨ne von PPARγ berechnet (Kapitel 3) sowie Hochdruckmessungen an
HPr I14A (Kapitel 4) durchgefu¨hrt. Kapitel 2 setzt sich nun mit den dazu no¨tigen
Grundlagen auseinander. Kapitel 2.1 bescha¨ftigt sich mit dem ISIC-Algorithmus
zur Verbesserung von Strukturen. Verschiedene Methoden, um die Qualita¨t von
Strukturen zu vergleichen, werden in Kapitel 2.2 vorgestellt. Der Einfluss von
hohem Druck auf Proteine wird in Kapitel 2.3 na¨her dargestellt.
2.1 Der ISIC-Algorithmus
Das Ziel jeder Strukturbestimmung von Makromoleku¨len stellt die Ermittlung
einer mo¨glichst genauen Struktur aus den vorhandenen Daten dar. Ist dies al-
lerdings aufgrund von zu wenigen Daten nicht mo¨glich, bietet der ISIC (intelli-
gent structural information combination) Algorithmus [Bru06] einen Weg, NMR-
Strukturen (im Folgenden als S1 bezeichnet) mithilfe von Ro¨ntgenstrukturen (im
Folgenden als S2 bezeichnet) zu verbessern. Dabei ko¨nnen auch Strukturen kombi-
niert werden, die sich im Grunde a¨hnlich sind, sich aber strukturell unterscheiden.
Abbildung 2.1 zeigt den schematischen Ablauf des ISIC-Algorithmus.
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Abbildung 2.1: Schematische Beschreibung des ISIC-Algorithmus
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Um den ISIC-Algorithmus anwenden zu ko¨nnen, mu¨ssen zuna¨chst einige Be-
rechnungen durchgefu¨hrt werden. Aus den Strukturen S1 und S2 werden mithilfe
des Permol Algorithmus [Mo105, Mo205] die Strukturinformationen (Absta¨nde,
Winkel, Wasserstoffbru¨cken) R1 und R2 erzeugt. Wa¨hrend die NMR-Struktur
schon als Bu¨ndel S1 vorliegt, muss aus der Ro¨ntgenstruktur erst ein Bu¨ndel S2
erzeugt werden. Hierfu¨r wird die Standardabweichung σ2(dm,n) der Distanz dm,n





σ(r0) stellt den durchschnittlichen Fehler der Atomposition dar und wird zu
1
3
der Auflo¨sung abgescha¨tzt. Bei σ(rm) handelt es sich um den Fehler des Atoms
m, der mithilfe des B-Faktors nach Formel 2.2 berechnet wird:
σ(rm) =
√
Bm/8 ∗ π2 (2.2)
Aus der Standardabweichung σ2(dm,n) wird ein Satz von Strukturinformatio-
nen R∗2 erzeugt. Anschließend werden mithilfe eines Moleku¨ldynamikprogramms
(DYANA, XPLOR-NIH, CNS) aus den Strukturinformationen R∗2 ein Bu¨ndel S2
berechnet. Der Permol Algorithmus erstellt aus diesem Bu¨ndel einen Satz von
Strukturinformationen R2.
Nach diesen vorangehenden Berechnungen kann nun mithilfe des ISIC-Algo-
rithmus aus den Strukturinformationen R1 und R2 ein neuer Satz von Strukturin-
formationen R0 generiert werden. Die spezifischen Strukturinformationen von R0
werden dabei mittels unterschiedlicher Verfahren kombiniert. Die Bestimmung
der Absta¨nde und Winkel fu¨r R0 erfolgt unter Anwendung eines t-Tests. Die t
k
1-
Werte fu¨r Absta¨nde und Winkel werden wie folgt berechnet, wobei L der Anzahl
der Messwerte fu¨r eine Strukturinformation entspricht:
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tk1 =









Die berechneten tk1-Werte werden anschließend mit dem kritischen t-Wert tc
verglichen. Dieser kritische t-Wert wird mithilfe eines Na¨herungsverfahrens, bei
gegebenem Signifikanzniveau und bekanntem Freiheitsgrad df (df = L1 - Li -
1), bestimmt. Ist tk1 gro¨ßer als tc wird die Null-Hypothese abgelehnt und die
Struk-turinformation Rk∗i nicht verwendet. Im Gegensatz dazu wird die Struktu-
rinformation weiter verwendet, wenn tk1 ≤ tc ist. In diesem Fall wird auch der




















Fu¨r die dritte Strukturinformation, die Wasserstoffbru¨cken, wird ein maxima-
ler Abstand von 0,24 nm und ein Wasserstoffbru¨ckenwinkel von αNHO von 180
◦ ±





i=2,...,N) einen vom Benutzer definierten Schwellwert u¨berschreitet, wird die
Wasserstoffbru¨cke als vorhanden definiert und in eine Abstandsinformation um-
gewandelt.
Die Strukturinformationen R0, die durch den ISIC-Algorithmus erzeugt wor-
den sind, ko¨nnen nun verwendet werden, um mithilfe eines Moleku¨ldynamikpro-
gramms eine verbesserte Struktur zu berechnen.
Methoden um die Gu¨te einer Struktur zu beurteilen werden im nachfolgenden
Kapitel erla¨utert.
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2.2 Methoden zur Beurteilung der Qualita¨t von
Strukturen
Ein Protein ist kein starres Gebilde, sondern ist laufend dynamischen Prozes-
sen unterworfen. Die mithilfe der NMR berechneten Strukturen bieten nur eine
Momentaufnahme, die durch Computersimulationen ermittelt wird. Somit sollte
nicht nur eine Mo¨glichkeit fu¨r die Beurteilung von Proteinstrukturen herangezo-
gen werden, sondern mehrere. Die Beschra¨nkung auf lediglich eine Methode zur
Beurteilung der Qualita¨t wu¨rde u. U. zu einem falschen Ergebnis fu¨hren. In die-
ser Arbeit werden folgende drei Methoden verwendet: (1) Der RMSD-Wert (mit
MOLMOL berechnet), (2) der Ramachandran-Plot (mit PROCHECK erstellt)
und (3) der R-Wert (mit AUREMOL berechnet).
Die Verwendung des RMSD-Wert (root mean square deviation) ist die gela¨u-
figste Methode zur Beurteilung der Gu¨te einer Struktur. Hierbei werden die Atom-
positionen der Strukturen mit den Atompositionen einer mittleren Struktur ver-
glichen. Der RMSD-Wert gibt somit die Abweichung der Proteinstruktur von der
mittleren Struktur an. Ein niedriger RMSD-Wert allein la¨sst jedoch noch nicht
unbedingt auf eine gute Struktur schließen. Folglich mu¨ssen noch andere Kriterien
zur Beurteilung herangezogen werden.
Allein durch die Diederwinkel des Ru¨ckgrats, Φ und Ψ, kann die Struktur ei-
nes Proteins dargestellt werden. Fu¨r die verschiedenen Sekunda¨rstrukturelemente
(α-Helix, β-Faltblatt) ergeben sich unterschiedliche Kombinationen der Dieder-
winkel. Diese Kombinationsmo¨glichkeiten ergeben im Ramachandran-Plot ver-
schiedene Bereiche, abha¨ngig von der Sekunda¨rstruktur des Proteins. Zusa¨tzlich
ist nicht jede Kombination der zwei Winkel erlaubt, da dies durch die sterische In-
teraktion verhindert wird. Je mehr Winkelpaare sich in den erlaubten Bereichen
wiederfinden, desto eher kann davon ausgegangen werden, dass die berechnete
Struktur die tatsa¨chliche Proteinstruktur wiedergibt.
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Ob die simulierte Proteinstruktur mit den gemessenen Daten u¨bereinstimmt,
kann mit dem R-Wert nachgewiesen werden. AUREMOL simuliert hierfu¨r aus
der Proteinstruktur ein NOESY-Spektrum und vergleicht es mit den NMR-Daten.
Aus einem niedrigen R-Wert la¨sst sich schließen, dass die berechnete Struktur und
die gemessenen Daten u¨bereinstimmen. In dieser Arbeit wurde der R-PWAUR
(probabilty weighted assigned and unassigned resonances) verwendet.
Erst durch Verwendung aller drei Methoden ist es letztendlich mo¨glich die
Qualita¨t der berechneten Strukturen zu beurteilen.
2.3 Hochdruck
In wa¨ssrigen Lo¨sungen liegen Proteine in verschiedenen Konformationen vor.
Meistens ist jedoch eine spezifische Konformation vorherrschend, die in NMR-
Spektren untersucht wird. Werden die thermodynamischen Parameter gea¨ndert,
kann sich das Gleichgewicht, das unter den Konformationen eines Proteins ent-
steht, zu einer anderen Konformation verschieben. Die Modifikation der Tempera-
tur ist beispielsweise eine Mo¨glichkeit, die Faltung und Entfaltung von Proteinen
zu untersuchen. Die Vera¨nderung der Temperatur hat aber auch zwei gravierende
Nachteile: (1) Werden zu hohe Temperaturen verwendet, la¨uft die Entfaltung der
Proteine meist irreversibel ab; (2) des Weiteren ko¨nnen Untersuchungen unter 0
◦C nicht problemlos durchgefu¨hrt werden, da die Proteine in wa¨ssriger Lo¨sung
vorliegen. Sie werden gemeinsam mit der Lo¨sung eingefroren, womit eine Unter-
suchung nicht mehr mo¨glich ist.
Einen eleganten Ausweg bietet die A¨nderung des Drucks. Denn wie auch die
Erho¨hung der Temperatur bewirkt eine Erho¨hung des Drucks eine Entfaltung der
Proteine. Diese Methode bietet den großen Vorteil, dass sie bei allen bisher un-
tersuchten Proteinen reversibel ist. Des Weiteren ermo¨glicht eine Erho¨hung des
Drucks auch Messungen, die bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt durch-
gefu¨hrt werden ko¨nnen. Ein wesentlicher Nachteil ist jedoch folgender: Wa¨hrend
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A¨nderungen der Temperatur sehr leicht zu realisieren sind, setzen Drucka¨nderun-
gen einen hohen technischen Aufwand voraus.
Abbildung 2.2 zeigt auf eine sehr einfache Art und Weise, welche Auswirkun-
gen der Parameter Druck auf eine Proteinprobe hat: (A) eine Volumena¨nderung
des Proteins; (B) eine Gleichgewichtsverschiebung zwischen verschiedenen Kon-
formationen. Im Folgenden werden diese beiden Effekte na¨her beschrieben.
Abbildung 2.2: Bei Anlegen von Druck an die Probe kommen folgende Effekte zum
tragen. A: Das Volumen des Proteins a¨ndert sich. B: Der Gleichgewichtszustand zwi-
schen verschiedenen Konformationen a¨ndert sich.
Aufgrund der Volumena¨nderung des Proteins besteht, vereinfacht formuliert,
ein Zusammenhang zwischen dem quadratischen Mittel der Volumena¨nderung
und der Komprimierung unter Druck durch folgende Beziehung:
< (δV )2 >= βTV kT, (2.5)
wobei V das Volumen des Systems, βT den isothermischen Kompressibilita¨ts-
koeffizienten, k die Boltzmannkonstante und T die absolute Temperatur darstel-
len. Mithilfe der Formel 2.5 wird folglich die Volumenfluktuation des Systems
berechnet, indem die zuvor gemessene Kompressibilita¨t βT verwendet wird.
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Bei einer Gleichgewichtsverschiebung findet ein U¨bergang zwischen der na-
tiven Konformation N zu dem Intermediaten I hin statt. Diese beiden Konfor-
mationen unterscheiden sich im Allgemeinen in ihrer Struktur, in ihrem teil-
molaren Volumen (∆V = VI − VN) und in ihrer thermodynamischen Stabilita¨t
(∆G = GI −GN). In einer Proteinlo¨sung kann sich die Gleichgewichtskonstante














wobei ∆G und ∆G0 die Gibbs-Energien bei der A¨nderung von N nach I
unter der Drucka¨nderung von p und p0 (1 bar) darstellen, ∆V 0 die Teilmo-
larvolumena¨nderung, ∆β die A¨nderung des Kompressionskoeffizienten, R die
Gaskonstante und T die absolute Temperatur. Unter Normalbedingungen wird
∆G0 positiv und die native Konformation stabiler, als dies bei einem mo¨gli-
chen Zwischenzustand der Fall wa¨re. Das Anlegen von Druck kann das Verha¨lt-
nis zwischen diesen beiden Konformationen zugunsten des Zwischenzustandes
[Aka01, Ak103, Ak203, Aka05] verschieben und es schließlich ermo¨glichen, diesen
na¨her zu untersuchen.
Werden sowohl Druck als auch die Temperatur variiert, a¨ndert sich die Formel
fu¨r ∆G zu:
∆G = G(I)−G(N) =




∆V 0(p− p0)− 1
2
∆β(p− p0)2 +∆α(p− p0)(T − T0), (2.8)
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wobei ∆G und ∆G0 die Gibbs-Energien bei der A¨nderung von N nach I un-
ter der Drucka¨nderung von p und p0 (1 bar), T0 die Schmelztemperatur, ∆V
0
die Teilmolarvolumena¨nderung, ∆β die A¨nderung des Kompressionskoeffizien-
ten, ∆Cp die Wa¨rmekapazita¨t und ∆α den thermischen Expansionskoeffizienten
darstellen.
Bis dato sind zwei Mo¨glichkeiten bekannt, hohen Druck an Proben zu u¨bertra-
gen. Ein mo¨gliches Verfahren stellt die Verwendung von Hochdruckprobenko¨pfen
dar [Jon72, Jon70, Bal96, Bal98], wobei der gesamte Probenkopf unter Druck
gesetzt wird. Im Gegensatz dazu kann der Einfluss des Drucks auch mit speziel-
len Kapillaren und Ro¨hrchen aus Quarz, Borosilikat oder Keramik untersucht
werden. Diese Kapillaren und Ro¨hrchen finden in einem Standardprobenkopf
Verwendung. Die Messungen dieser Arbeit wurden speziell mittels Hochdruck-





Ein Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Strukturberechnung der Ligandbinde-
doma¨ne von PPARγ, auf die Kapitel 3 ausfu¨hrlich eingehen wird. Die allgemeine
Bedeutung der Untergruppen von PPAR (α, β/δ und γ) und speziell von PPARγ
beschreibt Kapitel 3.1. Im folgenden Kapitel 3.2 wird na¨her auf die verwendeten
Materialien und Methoden eingegangen. Kapitel 3.3 gibt einen U¨berblick u¨ber
die erhaltenen Ergebnisse, wobei eine Diskussion u¨ber diese in Kapitel 3.4 folgt.
Abschließend wird in Kapitel 3.5 eine kurze Zusammenfassung gegeben.
3.1 Allgemeines u¨ber PPAR und PPARγ
Peroxisom Proliferator Aktivierte Rezeptoren (PPAR) stellen intrazellula¨re Re-
zeptoren dar, die eine Vielzahl von metabolischen und zellula¨ren Prozessen steu-
ern. Drei verschiedene Untergruppen von PPAR, die in Wirbeltieren und Sa¨uge-
tieren vorkommen, sind bekannt: Es handelt sich dabei um PPARα, PPARβ/δ
und PPARγ [Mic99] (im Folgenden als PPARs zusammengefasst). Obwohl die
verschiedenen PPAR-Untergruppen eine a¨hnliche Sequenz und Struktur vorwei-
18
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sen, unterscheiden sie sich in der Gewebeverteilung, der Liganden-Selektivita¨t
sowie in der biologischen Aktivita¨t. Durch eine Vielzahl verschiedener Ligan-
den [Mor98] ko¨nnen die unterschiedlichsten Effekte erzeugt, versta¨rkt oder ge-
hemmt werden. Liganden treten in unterschiedlichen Ausfu¨hrungen auf, so z. B.
als natu¨rliche Fettsa¨uren, industrielle Chemikalien oder pharmazeutische Agen-
ten. Spezielle Verbindungen von Liganden stellen die sogenannten Fibrate (z. B.
Clofibrate [Wil00, Hen98]) oder auch Thiazolidindione (z. B. Rosiglitazone und
Pioglitazone [Wil00, Hen98]) dar, die zur Behandlung von Patienten eingesetzt
werden: Fibrate zur Senkung des LDL-Cholesterins, Thiazolidindione zur Sensi-
bilisierung von Insulin.
Die bereits oben genannten Untergruppen von PPAR weisen a¨hnliche Struktu-
ren auf und bestehen zudem aus vier funktionellen Doma¨nen [Gua01]: (1) Der N-
terminalen ligandenunabha¨ngigen Transaktivierungsdoma¨ne, (2) der DNA-Binde-
doma¨ne, (3) der Co-Faktor-Andockdo-ma¨ne und der dazugeho¨renden C-termina-
len Ligandbindedoma¨ne sowie (4) der liganden-abha¨ngigen Transaktivierungs-
doma¨ne.
Bild 3.1 zeigt die schematische Darstellung der Wirkungsweise der PPARs,
die auf folgende Weise vonstatten geht: Die PPARs werden durch die Bindung
von Liganden aktiviert. Nach dieser Aktivierung bilden sie mit dem Retinoic
X Rezeptor (RXR) Heterodimere, die anschließend an spezielle PPAR response
elements in der Promoterregion ihrer Zielgene binden. Durch diesen Vorgang wird
die Genexpression reguliert.
Die vorliegende Arbeit geht im Speziellen auf die Struktur des Proteins PPARγ
ein. In den letzten zehn Jahren wurden bereits zahlreiche Studien an diesem Pro-
tein durchgefu¨hrt ([Zho08]-[Mar08]), um dessen Wirkungsweise und Struktur zu
untersuchen. Die bereits angesprochene Ligandgruppe der Thiazolidindione bietet
eine neue Klasse zur Beka¨mpfung von Diabetes. Durch Bindung an PPARγ ver-
bessert diese die Insulinsensitivita¨t und reduziert vor allem den Blutzuckerwert
bei Typ-2 Diabetes-Patienten. Das PPARγ spielt daru¨ber hinaus eine sehr wich-
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tige Rolle bei der Entstehung von Fett und bei der Hemmung von Entzu¨ndungen.
Zudem wurde nachgewiesen, dass PPARγ Agonisten die Abstoßung von bo¨sarti-
gen Zellen fo¨rdern sowie das Tumorzellenwachstum hemmen.
Abbildung 3.1: Modell fu¨r die Genexpression von PPAR nach der Bindung eines
Liganden und Heterodimerisierung mit RXR.
Um mehr u¨ber die spezifische Wirkungsweise von Proteinen wie PPARγ zu
erfahren, ist es notwendig, deren ra¨umliche Struktur zu kennen. Die LBD von
PPARγ besteht aus 270 Aminosa¨uren sowie einer Molekularmasse von 32 kDa
und geho¨rt zu den gro¨ßten Proteinen, deren Struktur mithilfe der NMR bisher
gelo¨st wurde. In Kapitel 3.3.2 wird ausfu¨hrlich auf die Strukturberechnung der
PPARγ-LBD mithilfe der NMR eingegangen.
Neben der Methode der NMR ko¨nnen Strukturen wie bereits erwa¨hnt auch
mittels Ro¨ntgenkristallografie bestimmt werden. Von der PPARγ-LBD existieren
bereits Ro¨ntgenstrukturen, die in kristalliener Form als Homodimer vorliegen.
Auch NMR Diffusions-Messungen deuten darauf hin, dass die PPARγ-LBD in
wa¨ssriger Lo¨sung vorwiegend Monomere bildet, womit deren Struktur mithilfe
der NMR untersucht werden kann.
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3.2 Material und Methoden
3.2.1 Probenherstellung
Humane PPARγ-LBD wurde in E. coli u¨berexpremiert und isotopenmarkiert.
Die Proben enthielten 0,2 mM PPARγ-LBD, die in einem PBS-Puffer mit 5 mM
DTT und 0,1 mM DSS gelo¨st wurden. Zudem wurden zu den Proben ca. 1 mM
in DMSO gelo¨stes Rosiglitazon zugegeben. Der pH-Wert der Proben betrug 7,4.
3.2.2 Abstandsberechnung mit REFINE
Nach der Zuordnung der NOESY-Spektren konnten die Abstandsinformationen
fu¨r die Strukturrechnung gewonnen werden. Dafu¨r wurde das Programm RE-
FINE [Tre06] verwendet. REFINE berechnet mithilfe einer Spektrensimulation
und den Volumenintegralen die Absta¨nde der zugeordneten NOE-Signale. Um die
Absta¨nde zu bestimmen, werden ein Strukturbu¨ndel oder eine einzelne Struktur,
die Simulationsparameter fu¨r RELAX [Goe97] und die chemischen Verschiebun-
gen der Signale beno¨tigt. Mithilfe der Ru¨ckrechnung durch RELAX werden die
NOE-Volumina der eingegebenen Strukturen ermittelt und mit den gemessenen
NOE-Signalen verglichen. Durch einen iterativen Prozess werden fu¨r Signale, die
keine gute U¨bereinstimmung zwischen simulierten und gemessenen Volumina auf-
weisen, die Kreuzrelaxationsraten angepasst und die Volumina neu simuliert. Die-
ses Verfahren wird so lange durchgefu¨hrt, bis simulierte und gemessene Signale
eine gute U¨bereinstimmung aufweisen. Wird keine gute U¨bereinstimmung fu¨r die
Signale gefunden, muss ein Abstand aus den experimentellen Volumina mittels
einer ISPA-Na¨herung (isolated spin pair approach) berechnet werden. Abschlie-
ßend lassen sich die Abstandsinformationen und deren Fehler aus den Relaxa-
tionsdaten ermitteln und in eine Datei schreiben. Diese Datei kann anschließend
in Moleku¨ldynamikprogrammen zur Berechnung der Strukturen verwendet wer-
den.
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3.2.3 Berechnungen von Proteinstrukturen mit DYANA
Bis dato ist es noch nicht mo¨glich, die Struktur aller Proteine nur aufgrund ihrer
Sequenz vorherzusagen. Die zu hohe Anzahl an Faltungszusta¨nden stellen fu¨r heu-
tige Computer einen zu hohen Rechnungsaufwand dar. Lediglich fu¨r kleinere Pro-
teine kann die Faltung ansatzweise simuliert werden [Bon01, Har02, Sim99]. Um
die mo¨glichen Konformationen und somit den Rechenaufwand zu beschra¨nken,
werden experimentelle Daten beno¨tigt. Diese ko¨nnen sich u. a. aus Absta¨nden,
Diederwinkel und Wasserstoffbru¨cken (Strukturinformationen) zusammensetzen.
Fu¨r die Berechnungen der Proteinstrukturen von PPARγ-LBD wurde das
Programm DYANA 1.5 [Gue97] verwendet. Durch die Minimierung des Energie-
termes des Proteins wird der Konformationsraum nach Strukturen mit geringer











= 0(k = 1, ..., n) (3.1)
wobei L = Ekin - Epot die Differenz der kinetischen und potentiellen Energie,
Θ die Torsionswinkel und k die einzelnen starren Ko¨rper bezeichnet. DYANA
rechnet speziell im Torsionswinkelraum. Um die Gefahr zu reduzieren in einem
lokalen Minimum des Konformationsraumes zu landen, wird das Verfahren des si-
mulated annealing verwendet. Hierbei wird das System aufgeheizt, wobei sich als
Folge die Energie erho¨ht. Die Erho¨hung der Energie gibt dem Protein die Mo¨glich-
keit, lokale Minima zu u¨berwinden. Im anschließenden langsamen Abku¨hlen wird
die Energie soweit es mo¨glich ist reduziert. Da es auch bei diesem Verfahren vor-
kommen kann, in einem lokalem Minimum ha¨ngen zu bleiben, werden bei den




Das verwendete Strukturrechenprogramm DYANA verwendet aus Geschwindig-
keitsgru¨nden vereinfachte Annahmen. So wird z. B. eine Interaktion des Prote-
ins mit der wa¨ssigen Lo¨sung nicht mit beru¨cksichtigt. Das CNS-Protokoll wa-
terrefinement bietet eine Mo¨glichkeit diese Interaktion mit einzuberechnen. Da-
bei wird um die Struktur des Proteins eine Wasserbox gelegt und mit einem
simulated-annealing-Verfahren die Energie minimiert. Zusa¨tzlich werden mithil-
fe des CNS-Protokolls die Strukturen, vor und nach dem waterrefinement, einer
Analyse (RMSD-Wert und Ramachandran-Plot) unterzogen.
3.3 Ergebnisse
Im ungebundenen Zustand zeigten sich im 15N-HSQC nur etwa die Ha¨lfte der er-
warteten Signale. Erst nach dem Binden eines Liganden an die PPARγ-LBD wur-
den ca. 90 % der Signale sichtbar, wobei auch die Qualita¨t des Spektrums deut-
lich zunahm (siehe Abbildungen 3.2, 3.3 und 3.4). Dieses Ergebnis la¨sst darauf
schließen, dass das ungebundene Protein in mehreren Konformationen vorliegt,
die untereinander austauschen. Erst aufgrund der Signalverbesserung im gebun-
denen Zustand wurde es u¨berhaupt mo¨glich, Spektren zuzuordnen (vgl. Kapitel
3.3.1) und Strukturen zu berechnen (vgl. Kapitel 3.3.2). Da manche Regionen der
Struktur eine große Ungenauigkeit aufwiesen, wurde eine Strukturverbesserung
nach der ISIC-Methode angewendet (vgl. Kapitel 2.1).
3.3.1 Zuordnung der Spektren von PPARγ-LBD
Die sequentielle Zuordnung der PPARγ-LBD wurde bereits von Riepl [Rie05]
begonnen und in der vorliegenden Arbeit u¨berpru¨ft und erweitert.
Fu¨r die sequentielle Zuordnung eines Proteins dieser Gro¨ße mu¨ssen Tripelreso-
nanzexperimente durchgefu¨hrt werden. Um diese Spektren aufnehmen zu ko¨nnen,
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Abbildung 3.2: HSQC-Spektrum von PPARγ ohne Ligand. Probenzusammenstellung:
0,2 mM PPARγ-LBD, 0,1 mM DSS, 20 mM Hepes (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA und 5 mM DTT, pH von 7,4. Messbedingungen: 600 MHz-Spektrometer, TD:
2048 (1H), 512 (15N), NS: 64, DS: 128, LB: 1 Hz (1H), 0,3 Hz (15N).
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Abbildung 3.3: HSQC-Spektrum von PPARγ mit Rosiglitazone. Probenzusammen-
stellung: 0,2 mM PPARγ-LBD, 0,1 mM DSS, 20 mM Hepes (pH 7,5), 150 mM NaCl,
1 mM EDTA und 5 mM DTT, pH von 7,4, mit 1 mM in DMSO gelo¨stes Rosiglitazone.
Messbedingungen: 600 MHz-Spektrometer, TD: 2048 (1H), 512 (15N), NS: 64, DS: 128,
LB: 1 Hz (1H), 0,3 Hz (15N).
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Abbildung 3.4: U¨berlagerung der HSQC-Spektren mit Rosiglitazone (rot) und ohne
Ligand (blau). Im gebundenen Zustand sind wesentlich mehr Signale zu sehen, als im
ungebundenen Zustand.
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wird dreifach markiertes (15N, 13C, 2H) Protein beno¨tigt.
Fu¨r die sequentielle Zuordnung des Ru¨ckgrates von PPARγ-LBD mit einer








Die Messung des 15N-TROSY wurde mit einer 15N-markierten Proteinprobe,
die Tripelresonanzexperimente mit einer 15N, 13C, 1H-markierten Proteinprobe
von PPARγ-LBD aufgenommen.
Alle Spektren wurden an einem Bruker DXR600 Spektrometer, ausgestattet
mit einem Standard TXI Cryo-Probenkopf, aufgenommen. Die Messungen der
Spektren erfolgten mit 1024 Datenpunkten in der Protonen-Dimension, 128 Da-
tenpunkten in der 13C-Dimension und 64 Datenpunkten in der 15N-Dimension.
In der 13C-Dimension wurde das States-TPPI [Mar89] Aufnahmeverfahren ver-
wendet, in der 15N-Dimension das Echo-Antiecho Verfahren. Es ließ sich eine
Auflo¨sung von 5 Hz/Datenpunkt in der 1H-Dimension, 23 Hz/Datenpunkt in
der 13C und 36 Hz/Datenpunkt in der 15N Dimension erreichen. Die 13C- und
15N-Dimensionen wurden indirekt mithilfe der chemischen Verschiebung der Me-
thylgruppe von DSS in der 1H-Richtung referenziert, indem die Werte fu¨r 13C
mit dem Koeffizienten 0,25144953 und die Werte fu¨r 15N mit dem Koeffizienten
0,101329118 multipliziert wurden. Die Zuordnung der Spektren entsprach der in
Lehrbu¨chern beschriebenen Vorgehensweise [Cav96, Wue86].
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Experiment Datenpunkte Anzahl der Scans Mixing Time
15N-NOESY-HSQC 128x64x1024 16 150 ms
13C-NOESY-HSQC 128x96x1024 16 100 ms
CNH-NOESY 128x64x1024 24 120 ms
Tabelle 3.1: U¨bersicht u¨ber die verwendeten NOESY-Experimente.
Um die fu¨r die Strukturrechnung sehr wichtigen Abstandsinformationen zu er-
halten, standen drei Spektren zur Verfu¨gung: (1) Ein 15N-NOESY-HSQC [Dav92,
Pal91, Kay92, Sch93], (2) ein 13C-NOESY-HSQC [Pal91, Dav92, Kay92] und (3)
ein CNH-NOESY [Die99]. Die Spektren wurden an einem 900 MHz-Spektrometer
mit Cryo-Probenkopf aufgenommen. Die Temperatur wurde auf 298 K einge-
stellt. Eine U¨bersicht der verwendeten NOESY-Experimente und der wichtigsten
Aquisitions-Parameter bietet Tabelle 3.1.
Fu¨r die Zuordnung der Spektren wurde das Programm AUREMOL verwen-
det. Die Berechnung der Absta¨nde erfolgte mit dem in AUREMOL enthaltenem
Programm REFINE.
3.3.2 Strukturberechnung von PPARγ-LBD
Fu¨r die Strukturberechnung der PPARγ-LBD wurde das Programm DYANA 1.5
verwendet. Insgesamt wurden dafu¨r 3017 Strukturinformationen (Distanzen, Die-
derwinkel und Wasserstoffbru¨cken) herangezogen. Diese Daten, wie in Tabelle 3.2
aufgelistet, setzen sich aus 2352 Abstandsinformationen, 439 Winkelinformatio-
nen und 225 Wasserstoffbru¨ckeninformationen zusammen. Somit ergeben sich fu¨r
jeden Aminosa¨urerest im Mittel 11,2 Strukturinformationen. Im Folgenden wird
na¨her auf die Ergebnisse der Strukturinformationen eingegangen.
Die NOE-Kontakte (Abstandsinformationen) wurden durch die Zuordnung
der 15N-NOESY-, 13C-NOESY- und CNH-NOESY-Spektren bestimmt. Die 2352







langreichweitige (i,i+j, j≥5) 301
Wasserstoffbru¨cken 225
Diederwinkel 439
Tabelle 3.2: Verwendete Strukturinformationen fu¨r die Berechnung der PPARγ-
Struktur.
len (i,i+1), 337 kurzreichweitigen (i,i+j,2≤j≤4) und 301 langreichweitigen (i,i+j,
j≥5) NOE-Kontakten zusammen.
Die Winkelinformationen wurden mithilfe des Programms TALOS (torsion
angle likelihood obtained from shift and sequence similarity) [Cor99] erzeugt. Das
Programm TALOS vergleicht die Sequenz und die chemischen Verschiebungen der
Hα-, Stickstoff- und Kohlenstoffatome mit einer Datenbank und berechnet hieraus
die Diederwinkel φ und ψ.
Die Wasserstoffbru¨ckeninformationen wurden aus der Ro¨ntgenstruktur von
PPARγ-LBD [Nol98] (BMRB: 2prg) entnommen und fu¨r die Berechnungen wei-
ter verwendet. Diese Auswahl wurde getroffen, da dies bis dato die einzige Ro¨nt-
genstrukur ist, die im Komplex mit Rosiglitazon bestimmt wurde.
Mit DYANA wurden insgesamt 1024 Strukturen berechnet. Abbildung 3.9
zeigt die Struktur, die auch der Ro¨ntgenstruktur der PPARγ-LBD sehr a¨hnlich ist
[Upp98]. Sie besteht in beiden Fa¨llen aus insgesamt zwo¨lf α-Helices (H1: Ser208
- Ser225, H2a: Lys230 - Thr238, H2b: Met252 - Phe263, H3: Val277 - Ser300,
H4: Leu311 - Leu318, H5: Lys319 - Ser332, H6: Lys350 - Lys354, H7: Glu365 -
Asn375, H8: Asp381 - Ile392, H9: Val403 - Asn424, H10,H11: Leu431 - Thr459,
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Sekunda¨rstruktur von PPARγ-LBD
nach der Konvention von RXRα-LBD [Bou95] und anderen nuklearen Rezeptoren.
H12: Pro467 - Tyr473) und vier kurzen β-Stra¨ngen (B1: Phe247 - Ile249, B2:
Met334 - Asn335, B3: Gly338 - Ile 341, B4: Gly 346 - Thr349). Die Benennung
der α-Helices und β-Stra¨nge erfolgt nach der Konvention von RXRα-LBD [Bou95]
und anderen nuklearen Rezeptoren, wie in Abbildung 3.5 schematisch dargestellt.
Mithilfe des Programms CSI-Plot [Wis94] und den chemischen Verschiebun-
gen von HA, CA, CB und CO kann eine Sekunda¨rstrukturvorhersage getroffen
werden. Die Abbildungen 3.6 - 3.8 zeigen die Vorhersage fu¨r die PPARγ-LBD.
Es werden lediglich zwei der vier β-Stra¨nge (B3 und B4) vorhergesagt. Des
Weiteren fehlen im CSI-Plot die α-Helices H2b und H8. Abgesehen von dieser
Abweichung stimmen die experimentellen Daten gut mit der CSI-Consensus-
Vorhersage u¨berein (H1: 213-224, H2a: 230-236, H3: 280-302, H4: 311-319, H5:
322-327, B3: 338-341, B4: 346-349, H6: 350-353, H7: 362-376, H9: 403-422, H10,
H11: 431-458, H12: 469-473).
Werden die zehn besten Strukturen u¨berlagert (vgl. Abbildung 3.10), ist er-
sichtlich, dass die Region der Aminosa¨ure 250-276 nicht gut definiert ist. Diese
Ungenauigkeit ist darin begru¨ndet, dass in dieser Region einige Zuordnungen in
3.3. ERGEBNISSE 31
Abbildung 3.6: Sekunda¨rstrukturvorhersage von PPARγ-LBD mithilfe des Pro-
gramms CSI-Plot. Dargestellt ist die Sekunda¨rstruktur fu¨r die Aminosa¨uren 207-296.
Abbildung 3.7: Sekunda¨rstrukturvorhersage von PPARγ-LBD mithilfe des Pro-
gramms CSI-Plot. Dargestellt ist die Sekunda¨rstruktur fu¨r die Aminosa¨uren 297-386.
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Abbildung 3.8: Sekunda¨rstrukturvorhersage von PPARγ-LBD mithilfe des Pro-
gramms CSI-Plot. Dargestellt ist die Sekunda¨rstruktur fu¨r die Aminosa¨uren 387-476.
den NMR-Spektren fehlen. Ein Grund dafu¨r liegt wahrscheinlich in der hohen
Beweglichkeit dieses Bereiches. Wird dieser Bereich mit der Ro¨ntgenstruktur von
PPARγ verglichen, so fehlen auch hier Daten (Aminosa¨ure 263-273), da keine
Elektronendichte detektiert werden konnte.
Wie in Kapitel 2.2 bereits beschrieben, gibt es verschiedene Mo¨glichkeiten, die
Qualita¨t einer Struktur zu bestimmen. Ein Maß zur Beurteilung der Gu¨te einer
Struktur ist der RMSD-Wert. Zur Ermittlung dieses Wertes wurde das Programm
MOLMOL [Kor96] verwendet. Fu¨r das Ru¨ckgrat (N, Cα, C) ergab sich ein RMSD
von 0,179 nm und fu¨r die schweren Atome (N, C, O, S) ein RMSD von 0,249 nm.
Ein weiteres Maß fu¨r die Gu¨te einer Struktur ist der Ramachandran-Plot, der die
Diederwinkel φ und ψ des Ru¨ckgrates gegeneinander auftra¨gt. Fu¨r diese Winkel
ist allerdings nicht jede Kombination erlaubt. Der Ramachandran-Plot wird in
vier Bereiche unterteilt: (1) Den bevorzugten Bereich, (2) den zusa¨tzlich erlaubten
Bereich, (3) den erweitert erlaubten Bereich und (4) den nichterlaubten Bereich.
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Abbildung 3.9: NMR-Struktur der PPARγ-LBD mit der niedrigsten Energie.
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Abbildung 3.10: U¨berlagerung der zehn energetisch besten Strukturen der PPARγ-
LBD, die mit Hilfe der NMR bestimmt worden ist. Geplotet sind nur die Ru¨ckgratatome
N, Cα und C.
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Abbildung 3.11: Ramachandran-Plot der NMR-Struktur von PPARγ mit der nied-
rigsten Energie (vgl. Abbildung 3.9).
Fu¨r die berechnete PPARγ-Struktur liegen 97,8 % im bevorzugten, zusa¨tzlich
erlaubten und erweitert erlaubten Bereich (Abbildung 3.11).
Die Berechnungen, die DYANA durchfu¨hrt, finden im Torsionswinkelraum
statt. In diesem Winkelraum wird allerdings jegliche Interaktion des Moleku¨ls
mit dem Lo¨sungsmittel vernachla¨ssigt. Eine Mo¨glichkeit solche Interaktionen zu
beru¨cksichtigen, stellt das Programm XPLOR-NIH zur Verfu¨gung. Werden die-
se Parameter beru¨cksichtigt, erfolgt eine Anna¨herung der Proteine an natu¨rliche
Bedingungen, wie auch eine Anna¨herung an eine natu¨rlichere Struktur. Ergebnis
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dieses Verfahrens ist eine Strukturverbesserung (waterrefinement) [Lin99, Xia02],
welche auch in vorliegender Arbeit angewendet wurde. Fu¨r die Strukturverbes-
serung wurden die zehn energetisch besten Strukturen aus der Rechnung mit
DYANA und die entprechenden Strukturinformationen verwendet. Die Statistik
der Rechenparameter fu¨r die Strukturrechnung sind in Tabelle 3.3 dargestellt.
Die Methode (nach Linge und Spronk [Lin03]) ergab fu¨r das Ru¨ckgrat eine
leichte Verschlechterung der RMSD-Werte auf 0,188 nm und fu¨r alle Atome auf
0,261 nm. Nach dieser Berechnung wurde ersichtlich, dass sich wesentlich mehr
Winkel-Kombinationen im bevorzugten Bereich befanden. Der Wert erho¨hte sich
von 63,5 % auf 84,3 %. Die Abbildungen 3.12 und 3.13 zeigen die verbesserte
Struktur sowie das Bu¨ndel dieser verbesserten Struktur. Eine Gegenu¨berstellung
der RMSD- und Diederwinkel-Werte vor und nach der Strukturverbesserung (wa-
terrefinement) ist in Tabelle 3.4 zu sehen.
Wie bereits erwa¨hnt, ist der Bereich von Aminosa¨ure 250-276 sowohl in der
NMR-Struktur als auch in der Ro¨ntgenstruktur schlecht definiert. Dieser schlecht
definierte Bereich zeichnet sich im NMR-Struktur-Bu¨ndel durch hohe Werte des
sequentiellen RMSD aus. Auch die Ro¨ntgenstruktur weist hier hohe B-Faktoren
sowie fehlende Elektronendichte (Aminosa¨ure 263-273) in diesem Bereich auf (Ab-
bildungen 3.14, 3.15 und 3.16). Die hohen sequentiellen RMSD-Werte und B-
Faktoren in dieser Region deuten auf eine hohe Beweglichkeit dieser Aminosa¨ur-
en hin. Vernachla¨ssigt man diese Region bei der Bestimmung des RMSD-Wertes,
verbessert sich dieser fu¨r das Ru¨ckgrat auf 0,138 nm und fu¨r alle Atome auf 0,201
nm.
Der ISIC-Algorithmus stellt eine weitere Mo¨glichkeit dar, die Struktur zu











Bereich 207-249,277-476 (Ru¨ckgrat) 0,138




Verletzungen < 0,05 nm 9633
Verletzungen > 0,05 nm 3567
Ramachandran-Plot
bevorzugter Bereich 84,3 %
erlaubter Bereich 13,1 %
Tabelle 3.3: Statistik der Strukturrechnung fu¨r die PPARγ-LBD gebunden mit Rosi-
glitazon.
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Abbildung 3.12: NMR-Struktur der PPARγ-LBD, die mithilfe des Waterrefinement
verbessert wurde. Dargestellt ist die Struktur mit der niedrigsten Energie.
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Abbildung 3.13: Bu¨ndel der NMR-Struktur der PPARγ-LBD, das mithilfe des Wa-
terrefinement verbessert wurde. Dargestellt ist eine U¨berlagerung der zehn energetisch
gu¨nstigsten Strukturen.
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DYANA-Rechnung Waterrefinement
RMSD
Ru¨ckgrat 0,179 nm 0,188 nm
alle Atome 0,249 nm 0,261 nm
Ramachandran
bevorzugter Bereich 63,5 % 84,3 %
zusa¨tzlich erlaubter Bereich 28,1 % 11,6 %
erweitert erlaubter Bereich 6,2 % 1,5 %
nicht erlaubter Bereich 2,1 % 2,6 %
Tabelle 3.4: Gegenu¨berstellung von RMSD- und Ramachandran-Werten fu¨r die
NMR-Struktur vor (links) und nach (rechts) dem Waterrefinement. Die RMSD-Werte
erho¨hten sich leicht, die Werte fu¨r den Ramachandran-Plot im bevorzugten Bereich
erho¨hten sich um 20 %.
Abbildung 3.14: Sequentieller RMSD des Ru¨ckgrats der zehn energetisch gu¨nstigsten
NMR-Strukturen (nach dem Waterrefinement) und B-Faktoren der Ro¨ntgenstruktur
aufgetragen gegen die Sequenz von PPARγ-LBD, Aminosa¨uren 207-296.
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Abbildung 3.15: Sequentieller RMSD des Ru¨ckgrats der zehn energetisch gu¨nstigsten
NMR-Strukturen (nach dem Waterrefinement) und B-Faktoren der Ro¨ntgenstruktur
RMSD und B-Faktoren aufgetragen gegen die Sequenz von PPARγ-LBD, Aminosa¨uren
297-386.
42 KAPITEL 3. BERECHNUNG DER NMR-STRUKTUR VON PPARγ-LBD
Abbildung 3.16: Sequentieller RMSD des Ru¨ckgrats der zehn energetisch gu¨nstigsten
NMR-Strukturen (nach dem Waterrefinement) und B-Faktoren der Ro¨ntgenstruktur















Tabelle 3.5: PERMOL-Parameter zur Erzeugung der Distanz- und Winkelinforma-
tionen aus der Ro¨ntgenstruktur von PPARγ-LBD, die fu¨r die DYANA-Rechnung ver-
wendet wurden, um das Ro¨ntgenbu¨ndel zu erzeugen.
3.3.3 Verbesserung der Struktur von PPARγ-LBD mit
dem ISIC-Algorithmus
Zur weiteren Strukturverbesserung wurde der ISIC-Algorithmus angewendet, der
im Programm Auremol integriert ist. Fu¨r die Rechnungen ließ sich eine Ro¨nt-
genstruktur der PPARγ-LBD im gebundenen Zustand [Nol98] (BMRB: 2prg)
verwenden. Das Ziel bestand darin, das Bu¨ndel der zehn NMR-Strukturen weiter
zu verbessern. Wie bereits in Kapitel 2.1 beschrieben, wurden aus der Ro¨nt-
genstruktur insgesamt 6350 Strukturinformationen erzeugt. Die Strukturinfor-
mationen setzten sich wie folgt zusammen (vgl. Tabelle 3.5): 5021 Absta¨nde, 149
Wasserstoffbru¨cken und 1180 Winkel.
Mithilfe dieser Strukturinformationen wurden mit dem Moleku¨ldynamikpro-
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Tabelle 3.6: PERMOL-Parameter zur Erzeugung der Strukturinformationssa¨tze R∗1
und R∗2 aus dem NMR-Bu¨ndel und dem Ro¨ntgenbu¨ndel von PPARγ, die fu¨r die Kom-
bination verwendet wurden.
gramm DYANA 1024 Strukturen berechnet und die acht besten hinsichtlich
der DYANA-Zielfunktion ausgewa¨hlt. Aus diesem Bu¨ndel der Ro¨ntgenstrukturen
konnte der Satz von Strukturinformationen R∗2 erzeugt werden. R
∗
2 besteht aus
6231 Abstandsinformationen, 1303 Winkelinformationen und 157 Wasserstoff-
bru¨ckeninformationen. Aus dem vorher berechnetem Bu¨ndel der NMR-Strukturen
wurden 7163 Abstands-Informationen, 1303 Winkelinformationen und 125 Was-
serstoffbru¨cken-Informationen ermittelt, die den Satz von Strukturinformationen
R∗1 definieren. Die Parameter zu den Sa¨tzen der Strukturinformationen R
∗
2 und
















Tabelle 3.7: Parameter fu¨r die Kombination der Strukturinformationssa¨tze R∗1 und
R∗2 und die jeweilige Anzahl fu¨r PPARγ-LBD.
Im na¨chsten Schritt wurden die beiden Strukturinformationssa¨tze R∗2 und R
∗
1
miteinander kombiniert und der Strukturinformationssatz R0 erzeugt. Die Para-
meter von R0 befinden sich in Tabelle 3.7.
Mithilfe dieses Satzes an Strukturinformationen wurden mit DYANA 1024
Strukturen berechnet und die zehn besten hinsichtlich der DYANA-Zielfunktion
ausgewa¨hlt. Das Ergebnis war eine in allen Bereichen sehr gut definierte Struktur
(Abbildung 3.17). Insbesondere der Bereich zwischen der Helix 2a und Helix 3
konnte durch diese Methode sehr gut charakterisiert werden.
Um die Qualita¨t der berechneten Strukturen (NMR-Struktur, Bu¨ndel der
Ro¨ntgenstruktur und ISIC-Struktur) zu vergleichen, wurden der RMSD-Wert,
der Ramachandran-Plot und der Auremol-R-Wert [Gro00] verwendet. Die Werte
sind in Tabelle 3.8 dargestellt.
Eine deutliche Verbesserung der Struktur zeigt sich in den Werten des RMSD.
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Qualita¨tskriterium NMR Ro¨ntgenbu¨ndel ISIC
RMSD (Ru¨ckgrat) 0,188 nm 0,184 nm 0,0189
R-Wert (PWAUR) 0,600 0,761 0,633
Ramachandran Plot
bevorzugte Region 84,3 % 86,3 % 87,4 %
zusa¨tzlich erlaubte Region 11,6 % 12,7 % 10,7 %
erweiterte erlaubte Region 1,5 % 1,0 % 1,4 %
nicht erlaubte Region 2,6 % 0,0 % 0,5 %
Tabelle 3.8: Qualita¨tsvergleich fu¨r die NMR-Struktur, das Ro¨ntgenbu¨ndel und die
ISIC-Struktur von PPARγ-LBD.
Fu¨r das Ru¨ckgrat reduzierte sich der Wert von 0,188 nm auf 0,0189 nm. Der
prozentuale Anteil der Aminosa¨uren in den bevorzugten, zusa¨tzlich erlaubten
und erweitert erlaubten Bereichen des Ramachandran-Plots konnte von 97,4 %
auf 99,5 % erho¨ht werden. Zusammengefasst ließ sich die Struktur der PPARγ-
LBD nochmals deutlich verbessern.
Mithilfe des ISIC-Algorithmus wurden die NMR-Struktur und die Ro¨ntgen-
struktur im ungebundenen Zustand [Nol98] (BMRB: 1prg) miteinander kombi-
niert. Anschließend wurden die zwei Strukturen, die mittels ISIC-Algorithmus
berechnet wurden, miteinander verglichen (NMR-Struktur und Ro¨ntgenstruktur
gebunden vs. NMR-Struktur und Ro¨ntgenstruktur ungebunden). Fu¨r die Struk-
turberechnung der NMR-Struktur mit der Ro¨ntgenstruktur im ungebundenen
Zustand wurden die in Tabelle 3.9 gezeigten Strukturinformationen verwendet.
Abbildung 3.18 zeigt eine U¨berlagerung der zehn energiea¨rmsten Strukturen,
die mit dem Moleku¨dynamikprogramm DYANA berechnet wurden.
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Abbildung 3.17: Berechnete Struktur von PPARγ-LBD durch die Kombination von
NMR- und Ro¨ntgenstruktur im gebundenen Zustand mit dem ISIC-Algorithmus. Ge-
zeigt wird die Lage des Liganden Rosiglitazon (gelb) in der Ligandbindetasche der
PPARγ-LBD.
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Tabelle 3.9: Parameter fu¨r die Kombination der Strukturinformationssa¨tze R∗1 (NMR-
Struktur) und R∗2 (Ro¨ntgenstruktur im ungebundenen Zustand) und die jeweilige Anzahl
fu¨r PPARγ-LBD.
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Abbildung 3.18: Berechnete Struktur von PPARγ-LBD durch die Kombination von
NMR- und Ro¨ntgenstruktur im ungebundenen Zustand mit dem ISIC-Algorithmus.
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3.4 Diskussion
Die Struktur von Proteinen kann vor allem durch zwei Methoden experimentell
bestimmt werden: (1) Die Ro¨ntgenkristallographie und (2) die NMR.
Mithilfe der Ro¨ntgenkristallographie wird die Interaktion der Ro¨ntgenstrahlen
mit den Elektronen von Moleku¨len, die in einem Kristall angeordnet sind, genutzt,
um eine Elektronendichte zu erzeugen. Dadurch la¨sst sich die mittlere Position
der Atome in einem Kristall bestimmen. Der Vorteil der Ro¨ntgenkristallographie
liegt darin, dass es keine Gro¨ßenbeschra¨nkung der zu untersuchenden Proteine
gibt.
Im Gegensatz dazu hat die NMR durchaus ihre Berechtigung und auch Vor-
zu¨ge. Das Kristallisieren von Proteinen kann eine sehr schwierige und zeitintensive
Arbeit und fu¨r manche Proteine sogar unmo¨glich sein. Der große Vorteil der NMR
liegt darin, dass Proteine in wa¨ssriger Lo¨sung und somit in natu¨rlicher Umgebung
untersucht werden ko¨nnen.
Bei PPARγ sind sich Ro¨ntgenstruktur und NMR-Struktur sehr a¨hnlich und
unterscheiden sich in der Tertia¨rstruktur nur geringfu¨gig. Dies zeigt sich bereits
in der geringen Erho¨hung des RMSD fu¨r das Ru¨ckgrat (N, Cα, C) von 0,188 nm
auf 0,204 nm bei der U¨berlagerung des NMR-Bu¨ndels mit der Ro¨ntgenstruktur.
Große Unterschiede stellt man jedoch bei der Helix 3 und der C-terminalen Helix
12 fest. Diese beiden Helices bilden die beiden Seiten der Ligandbindetasche.
Sowohl in der Ro¨ntgenstruktur als auch in der NMR-Struktur ist der Bereich
zwischen der Helix 2a und Helix 3 schlecht definiert. Dies spiegelt sich auch in den
hohen RMSD-Werten der NMR und den hohen B-Faktoren der Ro¨ntgenstruktur
wider.
Es wurde versucht eine Korrelation zwischen den Ro¨ntgenstrukturen des ge-
bundenen und ungebundenen Zustandes und den Voluminaa¨nderungen in den
15N-TROSY-HSQC-Spektren zu finden. Die Volumina der 15N-TROSY-HSQC-
Spektren wurden jeweils durch die Aminosa¨ure F370 normiert. Die Voluminaa¨nde-
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wobei Vg dem Volumen im gebundenen Zustand und Vu dem Volumen im
ungebundenen Zustand entspricht. Die Volumina wurden jeweils durch das Vo-
lumen der Aminosa¨ure Phe 370 normiert. Fehlenden Signalen wurde der Wert
0,1 zugeordnet. Anschließend wurden die Ro¨ntgenstrukturen anhand der Signa-
le u¨berlagert, deren Volumena¨nderung kleiner als 10 % war. Der sequentielle
RMSD dieser U¨berlagerung und die Volumena¨nderung wurden gegen die Sequenz
aufgetragen (vgl. Abbildungen 3.19 - 3.21). Eine Korrelation zwischen dem se-
quentiellen RMSD der Ro¨ntgenstrukturen (mit und ohne Ligand) und der Volu-
mena¨nderung in den HSQC-Spektren ko¨nnten einen Hinweis auf einen Austausch
zwischen der gebundenen und ungebundenen Struktur geben. Allerdings konnte
keine Korrelation festgestellt werden.
Wie aus den Ro¨ntgenstrukturen ersichtlich, a¨ndert die Helix 12 ihre Posi-
tion bei der Aktivierung durch die Bindung eines Liganden. Die Abbildungen
3.22 und 3.23 zeigen die unterschiedlichen Orientierungen der C-terminalen He-
lix. Sowohl in den berechneten NMR-Strukturen als auch in den Strukturen, die
durch den ISIC-Algorithmus verbessert wurden, nimmt die C-terminale Helix
von PPARγ-LBD eine Orientierung ein, die sich zwischen den beiden Orientie-
rungen der Ro¨ntgenstruktur befindet (Abbildungen 3.24). Dieses Ergebnis la¨sst
vermuten, dass in Lo¨sung beide Konformationen, gebunden wie ungebunden, vor-
liegen. Eine Erkla¨rung dieses Schlusses besteht darin, dass die Signalvolumina
der NOESY-Spektren, und die daraus berechneten Distanzen, Mittelwerte al-
ler in Lo¨sung befindlichen Konformationen darstellen. Durch die A¨hnlichkeit der
C-terminalen Helix der berechneten Strukturen mit der gebundenen Form der
Ro¨ntgenstruktur, la¨sst sich darauf schließen, dass die gebundene Konformation
bei der Anwesenheit von Rosiglitazone in Lo¨sung vorherrschend ist.
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Abbildung 3.19: Auftragung des sequentiellen RMSD der gebundenen und ungebun-
denen Ro¨ntgenstruktur und der Volumena¨nderung des gebundenen und ungebundenen
15N-TROSY-HSQC-Spektrums gegen die Aminosa¨uren 207-296.
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Abbildung 3.20: Auftragung des sequentiellen RMSD der gebundenen und ungebun-
denen Ro¨ntgenstruktur und der Volumena¨nderung des gebundenen und ungebundenen
15N-TROSY-HSQC-Spektrums gegen die Aminosa¨uren 207-296.
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Abbildung 3.21: Auftragung des sequentiellen RMSD der gebundenen und ungebun-
denen Ro¨ntgenstruktur und der Volumena¨nderung des gebundenen und ungebundenen
15N-TROSY-HSQC-Spektrums gegen die Aminosa¨uren 207-296.
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Abbildung 3.22: Stellung der C-terminalen Helix der Ro¨ntgenstruktur von PPARγ-
LBD im gebundenen Zustand.
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Abbildung 3.23: Stellung der C-terminalen Helix der Ro¨ntgenstruktur von PPARγ-
LBD im ungebundenen Zustand.
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Abbildung 3.24: Stellung der C-terminalen Helix der NMR-Struktur von PPARγ-
LBD im Vergleich mit den Ro¨ntgenstrukturen im gebundenen und ungebundenen Zu-
stand.
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Mit dem ISIC-Algorithmus wurde die NMR-Struktur jeweils mit der Ro¨nt-
genstruktur im gebundenen Zustand und mit der Ro¨ntgenstruktur im ungebun-
denen Zustand miteinander kombiniert. Die beiden erhaltenen Strukturbu¨ndel
weisen nur kleine Unterschiede auf. Am deutlichsten wird ein Unterschied in der
C-terminalen AF2-Helix, da sich diese etwas in die Position des ungebundenen
Zustandes von PPARγ-LBD bewegt.
3.5 Zusammenfassung
In Kapitel 3 wurde beschrieben, wie die Strukturberechnung von PPARγ-LBD
mit NMR-Daten realisiert werden konnte. Mit nur 11,2 Strukturinformationen
pro Aminosa¨ure wurde eine Struktur berechnet, die noch nicht in allen Bereichen
als gut zu bezeichnen war. Dieses Defizit konnte durch zwei Methoden entschei-
dend verbessert werden: (1) Das Waterrefinement und (2) den ISIC Algorithmus.
Durch dasWaterrefinement wurde der Großteil (u¨ber 84 %) der Diederwinkel
in den bevorzugten Bereich des Ramachandran-Plots geschoben. Die erhaltene
Struktur entspricht somit einer natu¨rlicheren Struktur, die in wa¨ssriger Lo¨sung
vorliegt.
Einen entscheidenden Anteil, in allen Bereichen eine definierte Struktur des
Proteins zu erhalten, tra¨gt die Methode des ISIC-Algorithmus bei. Im Fall von
PPARγ-LBD wurde die Ro¨ntgenstruktur verwendet, die NMR-Struktur zu opti-
mieren. Es konnte damit nicht nur der RMSD-Wert deutlich verbessert werden,
sondern auch die Anzahl der Diederwinkel im bevorzugten Bereich.
Ein Vergleich des NMR-Strukturbu¨ndels mit den Ro¨ntgenstrukturen (gebun-
dener und ungebundener Zustand) la¨sst zudem darauf schließen, dass die PPARγ-
LBD mit Ligand in Lo¨sung sowohl im gebundenen als auch zu einem kleinen




Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit stellen die Hochdruckmessungen an HPr
I14A dar, auf die Kapitel 4 ausfu¨hrlich eingehen wird. Den Aufbau der Anlagen
beschreibt Kapitel 4.1. Die verwendeten Materialien und eingesetzten Methoden
werden in Kapitel 4.2 vorgestellt. In Kapitel 4.3 wird auf die Ergebnisse na¨her
eingegangen, die anschließend in Kapitel 4.4 diskutiert werden. Abschließend wird
in Kapitel 4.5 eine kurze Zusammenfassung gegeben.
4.1 Aufbau der Hochdruckanlagen
4.1.1 Hochdruckzellen
Eine zentrale Rolle fu¨r Hochdruckmessungen spielen Hochdruckzellen [Yam74,
Yam01, Pri97], denn sie ermo¨glichen es, Proben nahe am Probenkopf unter Druck
zu messen. Dabei mu¨ssen diese Zellen enorme Druckbelastungen aushalten und
du¨rfen außerdem die Messergebnisse nicht beeintra¨chtigen, z. B. durch Artefakte
oder durch ein zu geringes Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis. Abbildung 4.1 zeigt den
schematischen Aufbau, der in dieser Arbeit verwendeten Hochdruckzellen. Diese
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Zellen bestehen entweder aus Quarz-Glas (Suprasil R©) oder Borosilikat (Duran
R©). Der Außendurchmesser der Zellen betra¨gt am dicken Ende 4,0 mm und er
verengt sich nach oben auf ca. 1 mm. Diese Verengung reduziert einerseits die
no¨tige Probenflu¨ssigkeit und andererseits die Scherkra¨fte, die bei hohem Druck
auf die Klebung des Kupfer-Beryllium-Nippels entstehen. In dieser Arbeit kamen
Hochdruckzellen mit Innendurchmessern von 0,8 mm und 1,0 mm zum Einsatz.
Im folgenden Abschnitt werden die sieben Bestandteile der verwendeten Hoch-
druckzelle und des Autoklaven na¨her beschrieben (vgl. auch Abbildung 4.1).
Der Kupfer-Beryllium-Nippel (2) wird mit Hilfe eines 2-Komponenten-Kleber
(Eccobond) im oberen Bereich der Kapillare (1) festgeklebt. Anschließend wird
ein Teflonschlauch (3) befestigt, der u¨ber den oberen Teil des Nippels gezo-
gen wird. Dieser ist bei den Messungen dafu¨r verantwortlich, dass der Druck
auf die Probe u¨bertragen wird (Abbildung 4.2). Ein Teflonstopfen (2) verhin-
dert wa¨hrend der Messungen das Vermischen der Druckflu¨ssigkeit mit der Probe.
Nach dem Befu¨llen der Kapillare wird diese mittels einer Schraube (5), die ein
sehr flaches Gewinde vorweist, an den Autoklaven (4) gedru¨ckt. Der Nippel an
der Kapillare hat einen um 1◦ Grad kleineren Winkel als das Gegenstu¨ck im
Autoklaven. Dadurch wird eine sehr du¨nne Dichtstelle zwischen Autoklav und
Kapillare erreicht. Der Berstschutz (7), der zusammen mit dem Spinner (6) an
dem Autoklaven befestigt wird, verhindert eine Bescha¨digung des Probenkopfes.
Dieser schu¨tzt bei einem Bruch der Hochdruckzelle oder bei undichten Stellen
zwischen Hochdruckzelle und Autoklav den Probenkopf.
Bevor ein Drucktest an den Hochdruckzellen durchgefu¨hrt werden kann, mu¨s-
sen die Kapillaren auf der Innenseite mit 10 % HF angea¨tzt werden [Pri97].
Das Ana¨tzen der Zellen entfernt Fehlstellen im Glas, die sich beim Erstarren
des Glases bilden und folglich zu einer Verminderung der Zugfestigkeit fu¨hren
ko¨nnten [Vog02].
Ein weiterer Punkt, der vor einem Drucktest beachtet werden sollte, sind die
auftretenden Spannungen im Glas, wie Abbildung 4.3 darstellt. Diese ko¨nnen
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Abbildung 4.1: Links: Hochdruckzelle (1) mit angeklebtem Kupfer-Beryllium-Nippel
(2), Teflonschlauch und Teflonstopfen (3). Mitte: Autoklav aus TiAl6V4 (4) mit Fest-
stellschraube (5). Rechts: Probenrohrhalter aus Kel-F (6) und Berstschutz aus Teflon-
schlauch (7).
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Abbildung 4.2: Der Drucku¨bertrag an die Probe erfolgt durch das Zusammendru¨cken
eines Teflonschlauches.
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Abbildung 4.3: Die gelben Kreise markieren die Spannungen, die nach dem Ziehen
und Abku¨hlen der Kapillaren vorhanden sind.
beseitigt werden, indem die Hochdruckzellen getempert werden. Die Spannun-
gen entstehen durch ein zu schnelles Abku¨hlen der Kapillaren, die aufgrund des
Wa¨rmekoeffizienten auftreten: Die Außenwa¨nde der Kapillaren ku¨hlen schneller
ab als der innere Bereich, sie kontrahieren daher auch schneller und erzeugen
dadurch Spannungen. Diese Spannungen ko¨nnen die Druckfestigkeit der Kapil-
laren beeintra¨chtigen. Durch ein Tempern (Ausheizen) ko¨nnen die Hochdruck-
zellen in einen anna¨hernd spannungsfreien Zustand u¨berfu¨hrt werden. Das Tem-
pern erfolgt nach einer festen Vorschrift, wird aber fu¨r Quarz und Borosilikat
unterschiedlich durchgefu¨hrt. Die Quarz-Hochdruckzellen werden in einem Ofen
auf 1150 ◦C erhitzt und fu¨r 30 Minuten auf dieser Temperatur gehalten. In den
na¨chsten 60 Minuten erfolgt zuna¨chst ein langsames Abku¨hlen der Kapillaren (1
◦C pro Minute), das erst nach dieser Zeit schneller durchgefu¨hrt werden kann
(Abbildung 4.4). Fu¨r die Borosilikat-Hochdruckzellen genu¨gt ein Erhitzen auf
ca. 850 ◦C. Diese Temperatur wird fu¨r 30 Minuten gehalten, bevor die Zellen
langsam abku¨hlen. Diese Prozedur vermindert die Spannungen in den Kapilla-
ren wesentlich und erho¨ht ebenso die Druckbelastung. Eine Testreihe von zehn
Quarzkapillaren der selben Charge, von denen fu¨nf getempert und fu¨nf nicht ge-
tempert wurden, ergab eine Erho¨hung der durchschnittlichen Druckbelastung von
50 MPa (siehe Tabelle 4.1).
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Abbildung 4.4: Vorschrift fu¨r das Tempern der Hochdruckzellen, um Spannungen in
den Hochdruckzellen zu reduzieren.
Kapillaren ungetemperte Kapillaren getemperte Kapillaren
theo. Druckbelastung 140 MPa
Anzahl getestet 5 5
durchschnittlicher Druck 140 MPa 190 MPa
Standardabweichung 21 MPa 32 MPa
Tabelle 4.1: Durch das Tempern der Hochdruckkapillaren konnte die Druckbelastung
der Hochdruckzellen gesteigert werden. Getestet wurden jeweils fu¨nf Kapillaren.
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Nach dem A¨tzen und Tempern werden die Hochdruckzellen auf Druckbelas-
tung getestet, bevor sie fu¨r Messungen weiter verwendet werden ko¨nnen. Das
Testen der Hochdruckzellen erfolgt durch schrittweises Erho¨hen des Drucks von
25 MPa alle 15 Minuten. Zellen mit einem Innendurchmesser von einem Milli-
meter werden bis 220 MPa getestet, Zellen mit einem Innendruchmesser von 0,8
Millimeter bis 330 MPa. Diese Tests erlauben Messungen bis 200 MPa bzw. 300
MPa mit einer Sicherheit von 10 %.
Theoretisch kann die maximale Druckbelastung der Hochdruckzellen durch
die Formel 4.1 abgescha¨tzt werden [She87]:






wobei τ den Druckfestigkeitskoeffizienten, do den Außendurchmesser und di den
Innendurchmesser der Kapillaren darstellt. Der Druckfestigkeitskoeffizient τ wird
durch die unterschiedlichen Materialen bestimmt: Fu¨r Borosilikat 7 N
mm−2
, fu¨r
Quarz Glas 50 N
mm−2
und fu¨r Sapphire 150 N
mm−2
. Es wurde jedoch festgestellt,
dass die Hochdruckzellen auch fu¨r ho¨heren Druck (als den theoretisch bestimm-
ten) verwendet werden ko¨nnen.
Um bei einem Bruch der Kapillare im Spektrometer den Probenkopf zu schu¨t-
zen, werden Berstschutze verwendet. Damit soll verhindert werden, dass Glas-
splitter und Flu¨ssigkeit in den Probenkopf gelangen und diesen bescha¨digen. Im
Laufe dieser Arbeit wurden Bertschu¨tze aus verschiedenen Materialien eingesetzt.
Auf die Ergebnisse der verschiedenen Materialuntersuchungen wird in Kapitel
4.3.1 na¨her eingegangen.
4.1.2 Aufbau fu¨r statische Messungen
Abbildung 4.5 zeigt den schematischen Aufbau der Hochdruckanlage fu¨r statische
Druckmessungen, der von Gaarz und Lang entwickelt wurde [Gaa76, Lan77].
Der Drucku¨bertrag erfolgt durch die Flu¨ssigkeit Methylcyclohexan. Fu¨r die sta-
tischen Messungen wird der Druck durch eine handbetriebene Spindelpresse er-
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Abbildung 4.5: Schematische Zeichnung der statischen Hochdruckvorrichtung, beste-
hend aus einer Spindelpresse, einem Bourdon-Manometer und Absperrventilen.
zeugt. Die Druckmessung wird mit einem Bourdon-Manometer durchgefu¨hrt, das
einen Messbereich von 0-400 MPa und eine Genauigkeit von ±0,5 MPa aufweist.
Nach Einstellen des Drucks muss das Ventil zur Probe geschlossen werden, um
einen Druckverlust durch die Spindelpresse zu vermeiden. Zusa¨tzlich wird im Falle
eines Bruchs der Hochdruckzelle durch das Schließen dieses Ventils die nachflie-
ßende Menge Methylcyclohexan auf ein Minimum reduziert.
Fu¨r einen automatischen Drucktest wurde der Aufbau von Hauer [Hau81]
durch einen elektromechanischen Antrieb erweitert. In dieser Versuchsanordnung
ist es mo¨glich Ho¨chstdruck, Zeitpunkt der Druckerho¨hung und die Gro¨ße der
Drucker-ho¨hung zu variieren.
4.1.3 Aufbau der Drucksprunganlage
Im Gegensatz zu statischen Druckmessungen wird der Druck bei Drucksprung-
experimenten sehr schnell vera¨ndert. Somit lassen sich bei hinreichend schneller
Aufnahme die Antworten des Proteins auf diese Drucka¨nderung kennzeichnen.
Bei statischer Druckmessung werden nur Gleichgewichtszusta¨nde betrachtet, die
aufgrund des eingestellten Drucks sichtbar gemacht werden. Die Umstrukturie-
rung im Protein, die durch die Drucka¨nderung hervorgerufen wird, bleibt jedoch
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bei statischen Messungen verborgen. Allerdings ko¨nnte, je nach Protein, dieser
Bereich mit Drucksprungexperimenten sichtbar gemacht werden. Folglich ko¨nnte
auch die Dynamik der Faltung und Entfaltung mit diesem System untersucht und
besser verstanden werden. Mit diesem Verfahren ist es zudem mo¨glich, Zusta¨nde
zu bestimmten Zeitpunkten nach der Drucka¨nderung aufzunehmen und so das
zeitliche Verhalten der Probe zu untersuchen.
Bereits 1976 benutzten Clegg und Maxfield eine Drucksprungeinrichtung
fu¨r chemisch-kinetische Studien [Cle76]. 2002 verbessertenPearson et al. [Pea02]
diese Anlage, um mit einem Probenvolumen von ca. 50 µl und Druckspru¨ngen
im Bereich von 10 MPa Fluoreszenzmessungen an Proteinen im Bereich zwischen
0,01 bis 1000 ms durchzufu¨hren. Auch in der NMR gibt es bereits seit la¨ngerem
Anlagen, um Sprungexperimente durchzufu¨hren. Zum einen existieren Tempe-
ratursprunganlagen, bei denen die Temperatur der Probe sehr schnell gea¨ndert
werden kann. Zum anderen ließen sich auch Druckspru¨nge manuell ausfu¨hren.
Hierbei wurde der Druck u¨ber eine Spindelpresse erho¨ht und durch das O¨ffnen
eines Ventils an die Probe weitergeleitet. U¨ber einen Zeitraum von mehreren
Stunden konnte dann die Antwort der Probe gemessen werden. Dafu¨r werden
jedoch Proteine beno¨tigt, die entweder ohne irreversible Bereiche hohe Tempera-
turen aushalten oder deren Entfaltung u¨ber einen sehr langen Zeitraum eintritt.
Folglich bedeutet dies eine enorme Einschra¨nkung bei der Wahl der zu untersu-
chenden Proteine, da sich vor allem die Faltung und Entfaltung bei den meisten
Proteinen im Bereich von Millisekunden bis hin zu Sekunden abspielt.
Arnold [Arn02] gelang es, diese Probleme zu u¨berwinden. Seine Anlage,
die er wa¨hrend seiner Dissertation nach dem Vorbild von Woenckhaus et al.
[Woe00] aufgebaut hat, vereint sowohl die Vorteile von Pearson et al. [Pea02]
(kleines Probenvolumen bei sehr schnellen Druckspru¨ngen) als auch von Akasa-
ka [Ak203] (hohe Drucksprungflanken).
In vorliegender Arbeit wurde die Anlage von Arnold [Arn02] verwendet
und verbessert. Im folgenden Abschnitt wird diese Drucksprunganlage und deren
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Funktionsweise na¨her beschrieben.
Abbildung 4.6 zeigt den schematischen Aufbau der Drucksprunganlage, die
aus sechs wichtigen Bestandteilen besteht: (1) Einer pneumatisch betriebenen
Druckbank, (2) drei Ventilen, (3) zwei Drucksensoren und (4) den Hochdruck-
leitungen, die diese Bestandteile untereinander und mit der Probe verbinden.
Des Weiteren finden (5) ein Mikrokontroller und (6) ein Computer fu¨r Benut-
zereingaben Anwendung. Mit der pneumatisch betriebenen Druckbank wird die
Ho¨he des gewu¨nschten Drucksprunges eingestellt. Sie liefert einen konstanten
Vordruck, der wa¨hrend des Betriebs nachreguliert wird. Die Ventile 1, 2 und 3
fu¨hren den eigentlichen Drucksprung durch. Ventil 1 und 2 sind zu Beginn des
Drucksprungs geschlossen, wohingegen Ventil 3, das als Notventil dient, offen ist
und erst nach Dru¨cken des Notstopps schließt. Durch diesen Vorgang wird ein
Nachpumpen von Druckflu¨ssigkeit verhindert. Um einen Drucksprung zu hohem
Druck durchzufu¨hren, muss lediglich Ventil 1 geo¨ffnet sein, das den Druck bis
zur Probe weiterleitet. Im Anschluss wird das Ventil 1 wieder geschlossen und
Ventil 2 geo¨ffnet, das zu einem Druckabbau an der Probe fu¨hrt. Dieser Druck-
abbau entsteht durch die Ru¨ckfu¨hrung der Druckflu¨ssigkeit in das Reservoir fu¨r
die Druckpumpe. Im Gegensatz dazu wird fu¨r einen Drucksprung von hohem zu
niedrigem Druck, zuna¨chst die Probe unter hohen Druck gesetzt und die Ven-
tile in umgekehrter Reihenfolge geschaltet. Durch diese Einstellungen sind auch
Druckspru¨nge in beide Richtungen mo¨glich. Durch manuelles Schalten der Ventile
kann die Anlage auch fu¨r statische Druckmessungen verwendet werden. Aufgrund
der besonderen Bedeutung der Ventile fu¨r den Drucksprung wird im Folgenden
na¨her auf jene eingegangen.
Bei den Ventilen handelt es sich um Nadelventile der Firma NovaSwiss, die
durch Druckluft geo¨ffnet und durch Federkraft geschlossen werden. In der Arbeit
von Woenckhaus et al. [Woe00] wurden diese Ventile bereits zur Erzeugung von
Druckspru¨ngen eingesetzt. Die Schaltzeiten der Ventile liegen bei 4 ms bei Schlie-
ßen durch Federkraft und bei ca. 100 ms beim O¨ffnen durch Druckluft. Aufgrund
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Abbildung 4.6: Schematische Darstellungen der Drucksprunganlage, nach Arnold
[Arn02]. Die pneumatisch betriebene Druckpumpe erzeugt einen konstanten Vordruck,
der durch O¨ffnen von Ventil 1 an die Probe weitergeleitet wird. Ventil 2 dient dazu
Normaldruck an der Probe herzustellen. Ventil 3 ist ein Notventil und kann bei Bedarf
geschlossen werden.
der Sicherheit wurden Air-to-open-Ventile verwendet, da sie im Normalzustand
geschlossen sind und folglich ein Weiterpumpen der Druckflu¨ssigkeit verhindern.
Allerdings beno¨tigen diese Ventile zum O¨ffnen eine hohe Schaltzeit. Um diese
Schaltzeit zu kompensieren, u¨bernimmt ein Steuergera¨t sowohl das Schalten der
Ventile wie auch die Synchronisierung des Drucksprungs mit dem Spektrome-
ter. Abbildung 4.7 zeigt eine schematische Zeichnung der Ansteuerung sowie das
Steuergera¨t, welches eine zentrale Rolle beim Schalten der Ventile einnimmt. Das
Steuergera¨t dient zusa¨tzlich zum Auslesen der durch den Benutzer eingegebenen
Parameter.
Um eine schnelle Druckflanke an der Probe zu erhalten, sind zwei Punkte von
besonderer Bedeutung. Erstens mu¨ssen die Ventile, die den Druck an die Probe
weiterleiten oder abfu¨hren, so nah wie mo¨glich an der Probe befestigt sein. Dies
wird allerdings durch das Spektrometer eingeschra¨nkt, da die Ventile außerhalb
der Bohrung angebracht werden mu¨ssen. Zweitens sind fu¨r die Weiterleitung des
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Abbildung 4.7: Schematische Zeichnung der Komponenten fu¨r die Drucksprungsteue-
rung. Das Steuergera¨t (80C517a) ist das zentrale Gera¨t der Anlage und steuert die
Ventile, liest die Werte der Drucksensoren aus, kommuniziert mit dem Spektrometer
zur Synchronisation des Pulsprogrammes mit der Druckflanke und u¨bertra¨gt Daten auf
den PC fu¨r die Benutzersteuerung.
Drucks Leitungen mit einem ausreichend dicken Innendurchmesser no¨tig, da der









wobei p den Druckverlauf an der Kapillare, p2 den Vordruck, t die Zeit, R den
Innendurchmesser des Druckrohres, α die Kompressibilita¨t von Wasser bei 25 ◦C,
η die Viskosita¨t der Druckflu¨ssigkeit und l die Wegla¨nge vom Ventil zur Probe
darstellen. Fu¨r einen Druckanstieg von 100 MPa, einer Wegla¨nge von 1 m und
einem Innendurchmesser von 0,5 mm ergibt sich eine Kurve wie in Abbildung 4.8
rot dargestellt wird. Die schwarze Kurve zeigt den Druckverlauf bei Verwendung
einer Druckleitung mit einem Innendurchmesser von 0,25 mm.
Mithilfe eines PC’s kann der Benutzer die Parameter, die Delays 1 bis 4, an-
passen. Diese Delays steuern die O¨ffnungs- und Schließzeiten der Ventile 1 und 2.
Zusa¨tzlich ko¨nnen auf dem PC die Druckdaten ausgegeben und auch gespeichert
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Abbildung 4.8: Simulation des Druckanstiegs an der Hochdruckkapillare fu¨r einen
Drucksprung von 0 auf 100 MPa bei einer Temperatur fu¨r 298 K. Der Druck wird
durch O¨ffnen von Ventil 2 (vgl. Abbildung 4.6) an die Hochdruckzelle, in 1 m Entfer-
nung, weitergeleitet. Fu¨r den Druckanstieg ist der Innendurchmesser der Zuleitung von
entscheidender Bedeutung, der mit der 4. Potenz in die Formel eingeht (siehe Formel
4.2).
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werden. Die Daten werden u¨ber die Com1-Schnittstelle an das Steuergera¨t u¨ber-
tragen. Die Verbindung zwischen Steuergera¨t und Spektrometer la¨uft u¨ber zwei
Signalleitungen. Zum Start eines Drucksprungs sendet das Spektrometer einen
Puls, welcher der La¨nge des gewu¨nschten Pretriggers entspricht. Das Steuergera¨t
registriert die La¨nge dieses Pulses und beginnt die Ausfu¨hrung des Drucksprungs
wie in Abbildung 4.9 dargestellt; allerdings kann die zeitliche Lage des Druck-
sprungs relativ zum auslo¨senden Puls aufgrund der mechanischen Ungenauigkeit
des Systems nicht genau eingestellt werden. Aus vorhergehenden Messungen ist
dem Steuergera¨t die Reaktionszeit des Systems bekannt, so dass an das Spek-
trometer ein Pretriggersignal mit genauer zeitlicher Lage (Fehler < 1 ms) relativ
zum Drucksprung gesendet werden kann. Dieser Pretrigger wird u¨ber die zweite
Leitung zum Spektrometer zuru¨ckgesendet und lo¨st dort das eigentliche Pulspro-
gramm aus. Die La¨nge des Pretriggers errechnet sich aus der La¨nge des Pulses
vom Spektrometer zum Steuergera¨t, multipliziert mit 1000.
Zur Steuerung der Drucksprungeinrichtung muss jedes Pulsprogramm um die






Dabei haben die Befehle folgende Bedeutung:
1u trigpl3: Das Spektrometer wartet auf eine positive Flanke vom Steuer-
gera¨t. Dieses Signal wird von der Drucksprungeinrichtung gesendet sobald diese
zum Drucksprung bereit ist.
1u setnmr5|13: Das Spektrometer sendet eine fallende Flanke an das Steu-
ergera¨t.
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d2: Abwarten des in d2 gespeicherten Delays.
1u setnmr5∧13: Das Spektrometer wartet eine µs und sendet eine steigende
Flanke an das Steuergera¨t. Somit verla¨ngert sich d2 um eine µs. Nach dem Senden
dieses Pulses beginnt das Steuergera¨t mit der Ausfu¨hrung des Drucksprungs.
1u trigpe3: Das Spektrometer wartet auf das Pretrigger-Signal von der
Drucksprungeinrichtung. Sobald die fallende Flanke des Pretriggers empfangen
wurde, beginnt das Pulsprogramm mit der gewohnten Ausfu¨hrung der Pulsse-
quenz.
4.2 Materialien und Methoden
4.2.1 Materialien
Fu¨r die vorliegende Arbeit wurden folgende Materialien verwendet.
Material Firma




Methylcyclohexan J. T. Baker
Kegeldichtnippel Werkstatt der Universita¨t Regensburg
Tabelle 4.2: Diese Tabelle stellt einen Auszug der wichtigsten Materialen dar, die fu¨r
die Hochdruckmessungen verwendet wurden.
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Abbildung 4.9: Zeigt den zeitlichen Ablauf fu¨r einen Drucksprung von hohem zu nied-
rigem Druck. Die Synchronisation erfolgt durch die Kommunikation zwischen Spektro-
meter und Steuergera¨t. Die O¨ffnungs- und Schließzeiten fu¨r die Ventile 1 und 2 (Delay
1-4) bestimmen den Zeitpunkt fu¨r die Druckflanken. Der Pretrigger bestimmt den Zeit-
punkt, an dem das Pulsprogramm, nach der Kommunikation zwischen Steuergera¨t und
Spektrometer, weiter ausgefu¨hrt wird.
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4.2.2 Proben
Histidin
Fu¨r die Charakterisierung der Hochdruckanlage wurden Messungen mit der Ami-
nosa¨ure Histidin aufgenommen. Histidin zeigt starke Druckeffekte und ist somit
fu¨r Messungen sehr gut geeignet. Fu¨r die Proben wurden 1 M Histidin in D2O
gelo¨st und mit 1 M Kaliumphosphat-Puffer und 1 mM DSS versetzt. Der pH-Wert
betrug 7,25.
DSS
Um den Einfluss des Berstschutzes auf die Spektren zu ermitteln, wurden 0,05
mM DSS in 50 % H2O/50 % D2O gelo¨st.
HPr-Proben
Die Druckmessungen an HPr wurden mit der Mutante I14A aus Staphylococcus
carnosus durchgefu¨hrt. Fu¨r die 1D-Messungen wurden 1 mM HPr I14A unmar-
kiertes Protein in 10 mM Tris-Puffer in D2O aufgelo¨st. Zusa¨tzlich enthielt die
Lo¨sung 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Der pH-Wert der
Lo¨sung betrug 7,0. Fu¨r die 15N-HSQC-Messungen wurden 1 mM HPr I14A zu-
sammen mit 10 mM Tris, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS in 90
% H2O/10 % D2O gelo¨st. Der pH-Wert betrug 7,0.
4.2.3 Temperatureichung
Fu¨r die Untersuchung der Auswirkungen der Druckspru¨nge auf die Temperatur
(vgl. Kapitel 4.3.3) wurde eine Probe mit Ethylenglycol verwendet. Ethylenglycol
wird u. a. als chemisches Thermometer verwendet. Die chemische Verschiebungs-
differenz zwischen dem Methylen- und dem Hydroxyl-Signal ist abha¨ngig von der
Temperatur, nach der Formel TProbe = 465, 8− 102, 24∆δEG [Kap75].
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4.3 Ergebnisse
4.3.1 A¨nderungen am Aufbau der Anlagen
Berstschutz
In der Hochdruck-NMR werden Berstschutze verwendet, um die empfindlichen
Probenko¨pfe bei einer Explosion der Hochdruckzelle vor Glassplittern und Druck-
flu¨ssigkeit zu schu¨tzen. Diese Berstschutze mu¨ssen so konstruiert sein, dass sie
zum einen Explosionen bei 300 MPa standhalten und zum anderen keine Artefak-
te in den NMR-Spektren erzeugen. Fu¨r vorliegende Arbeit wurden Berstschutze
aus Kel-F sowie Teflon angefertigt und verwendet, wobei jeweils deren Einfluss
auf die Spektren untersucht wurde. Die Messungen wurden (1) ohne Schutz, (2)
mit einem Kel-F-Schutz und (3) einem Teflon-Schutz durchgefu¨hrt, auf die im
Folgenden na¨her eingegangen wird.
Um den genauen Einfluss des Berstschutzes auf die entsprechenden Spektren
zu erkennen, wurde zuna¨chst eine Referenz ohne Schutz aufgenommen. Dabei
wurde eine Hochdruckzelle mit einer Probe, bestehend aus 50 % H2O, 50 % D2O
und DSS gefu¨llt und anschließend vermessen. Als Gu¨te fu¨r das Spektrum wurde
die Linienbreite des DSS verwendet. Abbildung 4.10 zeigt das Spektrum ohne
Berstschutz: Dabei kann festgestellt werden, dass bei dieser Konstruktion eine
sehr gute Linienbreite (ca. 1 Hz) erreicht wurde. Somit hat die Kapillarenform
keinen Einfluss auf das Spektrum.
Die Kel-F-Sta¨be, mit einem Außendurchmesser von 5 mm, wurden ausgebohrt,
so dass die Kapillaren exakt hinein passten. Der Nachteil der Berstschutze aus
gebohrtem Kel-F zeigte sich in einem wesentlich breiteren DSS-Signal, das sich
nicht beseitigen lies. Abbildung 4.11 zeigt ein breites DSS-Signal von 5 Hz bei
Verwendung eines Kel-F Schutzes. Das gleiche Problem betraf Berstschutze, die
aus Teflon gebohrt wurden. Als Ursache hierfu¨r wird eine feine Struktur im Schutz
vermutet, die durch das Bohren der Berstschutze entsteht.
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Ganz anders sieht es bei dem Teflon-Schutz aus, der aus einem Teflonschlauch
besteht. Mit diesem konnte eine Linienbreite von DSS erzeugt werden, was einer
nicht schlechteren Linienbreite ohne Berstschutz entsprach. In Abbildung 4.12 ist
ein Spektrum mit einem Berstschutz aus einem Teflonschlauch abgebildet. Ein
Nachteil des Teflonschlauches ist allerdings dessen Herstellung, da er auf Rollen
gewickelt wird und somit eine Kru¨mmung vorweist, die durch Erhitzen und Ge-
radeziehen ausgeglichen werden muss. Ein nicht gerade gezogener Schutz ko¨nnte
aufgrund der Kru¨mmung die Wand des Probenkopfes beru¨hren und dadurch die
Messung beeintra¨chtigen oder sogar den Probenkopf bescha¨digen.
Autoklav
Der Autoklav wurde nur geringfu¨gig vera¨ndert. Das Gewinde der Feststellschrau-
be, welche die Hochdruckzelle gegen den Konus des Autoklaven dru¨ckt, wurde
durch ein flacheres Gewinde ersetzt. Durch diese A¨nderung kann die Feststell-
schraube feiner festgedreht werden, wodurch ein Bruch der Hochdruckzelle ver-
hindert werden kann. Dieser Bruch ko¨nnte bei einem zu festen Anziehen der
Schraube auftreten.
Statische Hochdruckanlage
An der statischen Hochdruckanlage, die am 800 MHz-Spektrometer aufgebaut
worden ist, wurden ebenfalls einige Anpassungen vorgenommen. Die Zuleitungen
zur Hochdruckzelle wurden durch dickere Leitungen ersetzt, um ein Verstopfen
der Leitungen zu verhindern. Des Weiteren wurde am ho¨chsten Punkt der An-
lage ein zusa¨tzlicher Vorratsbeha¨lter angebracht. Dieser Vorratsbeha¨lter dient
dazu, die Luft aus den Zuleitungen zu entfernen, um so fu¨r einen gleichma¨ssigen
Druckaufbau zu sorgen. Abbildung 4.13 zeigt einen schematischen Aufbau der
statischen Anlage mit der Erweiterung durch einen zusa¨tzlichen Vorratsbeha¨lter.
Aufgrund der Gro¨ße des Magneten musste auch die Zuleitung zum Autoklaven
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Abbildung 4.10: Spektrum einer Eichprobe (50 % H2O, 50 % D2O und DSS) in einer
Hochdruckzelle ohne Berstschutz bei einer Temperatur von 298 K. Die Linienbreite
betra¨gt 1,5 Hz.
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Abbildung 4.11: Spektrum einer Eichprobe (50 % H2O, 50 % D2O und DSS) in einer
Hochdruckzelle mit einem Berstschutz aus Kel-F bei einer Temperatur von 298 K. Die
Linienbreite betra¨gt 6,5 Hz.
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Abbildung 4.12: Spektrum einer Eichprobe (50 % H2O, 50 % D2O und DSS) in einer
Hochdruckzelle mit einem Berstschutz aus einem Teflonschlauch bei einer Temperatur
von 298 K. Die Linienbreite betra¨gt 1,5 Hz.
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Abbildung 4.13: Schematische Zeichnung der statischen Hochdruckanlage, die durch
einen weiteren Vorratsbeha¨lter erweitert wurde. Der zweite Vorratsbeha¨lter ist am
ho¨chsten Punkt der Anlage montiert und dient zur Entlu¨ftung der Zuleitungen zu den
Hochdruckzellen.
verla¨ngert werden. Dafu¨r wurde ebenfalls ein la¨ngeres Halterungsrohr beno¨tigt
und angefertigt. Diese Vera¨nderungen erho¨hten jedoch das Gesamtgewicht, das
auf dem Probenkopf lastete. Um dies auszugleichen, wurden die Halterungsroh-
re, die aus Messing bestehen, durch Rohre aus Aluminium ersetzt. Eine weitere
Entlastung des Probenkopfes wurde durch eine spezielle Halterung auf dem Ma-
gneten erreicht. Durch diese neue Halterung verteilt sich das Gewicht gleichma¨ßig
auf das Geha¨use des Magneten (vgl. Abbildung 4.14).
Drucksprunganlage
Im Laufe der Arbeit wurden A¨nderungen an der Drucksprunganlage vorgenom-
men. Wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben, ist ein schneller Druckanstieg fu¨r die Qua-
lita¨t der Anlage sehr wichtig. Aus Sicherheitsgru¨nden wurde beim urspru¨nglichen
Aufbau der Anlage eine du¨nne Zuleitung zur Probe gewa¨hlt, was allerdings zu
einem langsamen Druckanstieg an der Probe fu¨hrte. Der Vorteil dieser Zuleitung
stellt eine geringere Belastung fu¨r die Hochdruckzelle bei Druckanstieg dar. Da-
durch ließen sich jedoch nur Druckexperimente von hohem zu niedrigem Druck
in einer ausreichend schnellen Zeitskala messen. Um allerdings auch Proben bei
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Abbildung 4.14: Schematische Zeichnung der Halterung fu¨r das 800 MHz-
Spektrometer von der Seite (links) und von oben (rechts). Dieser Aufbau dient zur
Entlastung des Probenkopfes. Ohne diesen Aufbau wu¨rde das gesamte Gewicht der Zu-
leitung und des Einsatzrohres auf dem Probenkopf liegen.
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einem schnellen Druckanstieg vermessen zu ko¨nnen, wurde die du¨nne Zuleitung
(Innendurchmesser: 0,25 mm) durch eine dickere Leitung (Innendurchmesser: 0,35
mm) ausgetauscht. Der daraus resultierende Druckanstieg wurde von 150 ms auf
50 ms reduziert. Dies entspricht in etwa den theoretischen berechneten Werten
nach Formel 4.2.
Fu¨r die Messungen ist es sehr wichtig, dass die Leitungen frei von Luft sind.
Luft in den Leitungen verhindert einen definierten Drucku¨bertrag an die Pro-
be, was sich auch auf die Qualita¨t der Spektren auswirkt. Somit muss vor jeder
Inbetriebnahme der Anlage soviel Luft wie mo¨glich aus den Leitungen entfernt
werden. Um dies zu optimieren, wurde eine Pumpe an die Leitungen angeschlos-
sen, die ein Vakuum erzeugt. Nach dem Fluten der Leitungen mit Druckflu¨ssigkeit
kann mit den Messungen unter optimalen Bedingungen begonnen werden.
4.3.2 Statische Hochdruckmessungen
Im Laufe der Arbeit wurden statische Hochdruckmessungen an dem Protein HPr
I14A durchgefu¨hrt. Ein Strukturbu¨ndel dieses Proteins ist in Abbildung 4.17 zu
sehen. Am Protein HPr I14A wurden 1D-Messungen mit einer Probe in D2O
durchgefu¨hrt und 2D-HSQC-Messungen an einer 15N markierten Probe.
Die 1D-Messungen wurden von 278 K bis 318 K in einem Abstand von 10 K
und einem Druckbereich von Normaldruck bis 200 MPa in einem Abstand von
20 MPa durchgefu¨hrt. Der Messbereich fu¨r die 2D-HSQC-Messungen lag bei 268
K bis 328 K in einem Abstand von 10 K und Normaldruck bis 200 MPa in einem
Abstand von 20 MPa.
1D-Messungen an HPr I14A
Die 1D-Messungen an dem Protein HPr I14A wurden an einem 800 MHz-Spektro-
meter mit Cryo-Probenkopf durchgefu¨hrt. Verwendet wurde die Watergate-Puls-
sequenz
”
zggpw5“. Es wurde jeweils fu¨r die Temperaturen von 278 K bis 318
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Abbildung 4.15: Druckanstieg von Normaldruck auf 50 MPa mit einer Zuleitung von
ca. 1 m La¨nge und einer Dicke von 0,25 mm. Gemessen wurde mithilfe des Drucksen-
sors 2 (vgl. Abbildung 4.6). Die Kurve wurde mit einer Sigmoidalfunktion angefittet






, mit den Werten A1 = -0,146 ± 0,032, A2 = 48,99 ± 0,025,
t0 = 205,153 ± 0,096 und dt = 18,457 ± 0,083). Zu sehen ist ein Druckanstieg von 0
auf 50 MPa innerhalb von 150 ms (8*dt).
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Abbildung 4.16: Druckanstieg von Normaldruck auf 50 MPa mit einer Zuleitung von
ca. 1 m La¨nge und einer Dicke von 0,35 mm. Gemessen wurde mithilfe des Drucksen-
sors 2 (vgl. Abbildung 4.6). Die Kurve wurde mit einer Sigmoidalfunktion angefittet






, mit den Werten A1=0,901 ± 0,067, A2=51,746 ± 0,086, t0
= 180,08 ± 0,11 und dt = 6,93 ± 0,10). Zu sehen ist ein Druckanstieg von 0 auf 50
MPa innerhalb von 55 ms (8*dt).
86 KAPITEL 4. HOCHDRUCK-NMR-MESSUNGEN AN HPR I14A
Abbildung 4.17: U¨berlagerung von zehn Strukturen des Proteins HPr I14A [Moe01]
(BMRB: 1txe).
4.3. ERGEBNISSE 87
K eine Druckreihe bis 200 MPa durchgefu¨hrt. Der Abstand der Druckmessungen
betrug 20 MPa, wobei die Messungen bei Normaldruck 60 MPa, 140 MPa und 200
MPa mit der doppelten Anzahl an
”
Scans“ gemessen wurden. Nach jeder Mess-
reihe bis 200 MPa wurde nochmals ein Spektrum bei Normaldruck aufgenommen,
um zu zeigen, dass die durch den Druck hervorgerufenen A¨nderungen reversibel
sind. Abbildung 4.18 zeigt den Aromatenbereich von HPr I14A bei verschiedenen
Temperaturen unter Normaldruck. Zu sehen sind vor allem die Ringprotonen der
drei Tyrosine des Phenylalanins sowie eine Linie des Histidins. Hin zu ho¨heren
Temperaturen zeigt sich zusa¨tzlich eine Aufspaltung der Signale Hδ und Hǫ in δ1
und δ2 und ǫ1 und ǫ2. Die Linien der Ringprotonen wurden nach Mo¨glich et al.
[Moe01] bei einer Temperatur von 298 K zugeordnet. Im Spektrum sind folgende
Signale dargestellt: Hδ und Hǫ von Tyr 6 bei 6,87 ppm und 6,55 ppm, Tyr 37 bei
7,24 ppm und 6,95 ppm, Tyr 64 bei 7,00 ppm und 6,71 ppm, Hδ und Hǫ von His
15 bei 7,17 ppm und 8,11 ppm (nicht im Bild) und Hδ, Hǫ und Hζ von Phe 29
bei 7,39 ppm, 7,19 ppm und 7,09 ppm.
Bei einer Erniedrigung der Temperatur zeigt sich fu¨r die meisten Ringprotonen
kaum eine A¨nderung der Position und Intensita¨t. Nur die Signale von Tyrosin 6
verbreitern sich mit geringerer Temperatur bis sie bei 278 K nicht mehr zu sehen
sind.
Fu¨r jede der oben genannten Temperaturen wurde eine Druckreihe bis 200
MPa aufgenommen. In allen aufgenommenen Druckreihen konnte eine Denatu-
rierung des Proteins festgestellt werden: Die Signale der Ringprotonen verlieren
an Intensita¨t und erfahren zusa¨tzlich eine A¨nderung ihrer Position. Des Wei-
teren entstehen an den Random-Coil-Positionen Denaturierungssignale, die mit
zunehmendem Druck an Intensita¨t gewinnen. Der Grad der Denaturierung wurde
aus dem Verha¨ltnis von Denaturierungs- zu Ringprotonensignal von Hǫ der Ami-
nosa¨ure Phe 29 bestimmt (gefittet mit dem Programm DM-Fit [Mas02]). Tabelle
4.3 zeigt das Ergebnis fu¨r die Temperaturen von 278 K bis 318 K.
Fu¨r die verschiedenen Temperaturen wurde aus den Druckreihen die Gleichge-
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Abbildung 4.18: Temperaturreihe von HPr I14A bei Normaldruck. Probenzusammen-
setzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM
EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm Innen-
durchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm, NS: 128, DS:
4, LB: 0,5 Hz. Die Zuordnung der Signale erfolgte nach Mo¨glich et al. [Moe01].
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Temperatur
Druck 278 K 288 K 298 K 308 K 318 K
0 MPa 5,99 % 3,28 % 3,95 % 12,3 % 21,4 %
60 MPa 32,2 % 14,3 % 11,1 % 17,0 % 44,1 %
140 MPa 88,6 % 66,3 % 51,1 % 54,2 % 80,5 %
200 MPa 100 % 84,7 % 79,2 % 86,7 % 92,5 %
Tabelle 4.3: Anteil des denaturierten HPr I14A bei verschiedenen Temperaturen. Be-
rechnung aus dem Verha¨ltnis von Denaturierungs- zu Ringprotonensignal von Hǫ der
Aminosa¨ure Phe 29.
wichtskonstante K (vgl. Formel 2.6), aus dem Verha¨ltnis zwischen nativem Signal
und Denaturierungssignal fu¨r die Protonen von Phe29 Hδ, Phe29 Hǫ und Hǫ von
Tyrosin 6, 37 und 64 berechnet. In den folgenden Abbildungen (4.19 - 4.23) ist
jeweils ln(K) gegen den Druck aufgetragen. Die erhaltenen Kurven wurden linear
gefittet. Hieraus wurden mithilfe der Formel ∆G = ∆G0 + p∆V = −RTln(K)
die Werte fu¨r ∆V und ∆G0 bestimmt.
Abbildung 4.24 zeigt eine Auftragung von K gegen die Temperatur und den
Druck. Die dadurch entstehende Fla¨che wurde mithilfe der Formel 2.8 gefittet.
Dadurch wurden die Parameter, bei der Temperatur T0 von 298 K, bestimmt
fu¨r Gibbs-Energie bei Normaldruck ∆G0 (kJ/mol) (10,6 ± 0,3), die Wa¨rmekap-
zita¨t ∆Cp (kJ/mol K) (12,5 ± 1,2), die Entropie ∆S
0 (kJ/mol K) (0,16 ± 0,03),
die teilmolare Volumena¨nderung ∆V 0 (mL/mol) (-69,0 ± 10,5), der termische
Ausdehnungskoeffizient ∆α (mL/mol K) (3,1 ± 1,7) und die isoterme Kompres-
sibilita¨tsa¨nderung ∆β (mL/mol bar) (0,019 ± 0,006).
Eine mit diesen Parametern simulierte Fla¨che ist in Abbildung 4.25 zu sehen.
Die Simulation wurde im Temperaturbereich erweitert. Es ist der Bereich von 278
K bis 318 K im Abstand von 5 K aufgetragen. Abbildung 4.26 zeigt fu¨r denselben
Bereich eine Auftragung von ln(K) gegen den Druck und die Temperatur.
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Abbildung 4.19: Auftragung von ln(K) gegen den Druck von HPr I14A bei 278. Pro-
benzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM
NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit
0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm,
NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz. Aufgetragen sind die Werte fu¨r Hǫ von Phe29 und Hǫ von
Tyr 6, 37 und 64. Der lineare Fit ergab fu¨r ∆G0 = 10,6 kJ/mol und fu¨r ∆V = -158
mL/mol.
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Abbildung 4.20: Auftragung von ln(K) gegen den Druck von HPr I14A bei 288. Pro-
benzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM
NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit
0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm,
NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz. Aufgetragen sind die Werte fu¨r Hǫ von Phe29 und Hǫ von
Tyr 6, 37 und 64. Der lineare Fit ergab fu¨r ∆G0 = 12,3 kJ/mol und fu¨r ∆V = -113
mL/mol.
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Abbildung 4.21: Auftragung von ln(K) gegen den Druck von HPr I14A bei 298. Pro-
benzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM
NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit
0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm,
NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz. Aufgetragen sind die Werte fu¨r Hǫ von Phe29 und Hǫ von
Tyr 6, 37 und 64. Der lineare Fit ergab fu¨r ∆G0 = 11,9 kJ/mol und fu¨r ∆V = -92,6
mL/mol.
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Abbildung 4.22: Auftragung von ln(K) gegen den Druck von HPr I14A bei 308. Pro-
benzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM
NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit
0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm,
NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz. Aufgetragen sind die Werte fu¨r Hǫ von Phe29 und Hǫ von
Tyr 6, 37 und 64. Der lineare Fit ergab fu¨r ∆G0 = 9,66 kJ/mol und fu¨r ∆V = -82,3
mL/mol.
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Abbildung 4.23: Auftragung von ln(K) gegen den Druck von HPr I14A bei 318. Pro-
benzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM
NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit
0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm,
NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz. Aufgetragen sind die Werte fu¨r Hǫ von Phe29 und Hǫ von
Tyr 6, 37 und 64. Der lineare Fit ergab fu¨r ∆G0 = 5,86 kJ/mol und fu¨r ∆V = -77,6
mL/mol.
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Abbildung 4.24: Auftragung der Gleichgewichtskonstante gegen den Druck und die
Temperatur von HPr I14A. Probenzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-
Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedin-
gungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer,
1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm, NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz. Die Kurve wurde mit-
hilfe der Formel 2.8 gefittet und die Parameter, bei der Temperatur T0 von 298 K, mit
folgenden Werten bestimmt: ∆G0 (kJ/mol) = 10,6 ± 0,3, ∆Cp (kJ/mol K) = 12,5 ±
1,2, ∆S0 (kJ/mol K) = 0,16 ± 0,03, ∆V 0 (mL/mol) = -69,0 ± 10,5, ∆α (mL/mol
K) = 3,1 ± 1,7 und ∆β (mL/mol MPa) = 0,019 ± 0,06.
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Abbildung 4.25: Simulierte Kurve der Abbildung 4.24 mithilfe der Formel 2.6 und
den Parametern aus Tabelle 4.4.
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Parameter Wert Fehler
Gibbs-Energie bei Normaldruck ∆G0 (kJ/mol) 10,6 0,3
Wa¨rmekapazita¨t ∆Cp (kJ/mol K) 12,5 1,2
Entropie ∆S0 (kJ/mol K) 0,16 0,03
teilmolare Volumena¨nderung ∆V0 (mL/mol) -69,0 10,5
termische Ausdehnungskoeffizient ∆α (mL/mol K) 3,1 1,7
isoterme Kompressibilita¨tsa¨nderung ∆β (mL/mol bar) 0,019 0,006
Tabelle 4.4: Parameter erhalten aus dem p-T-K-Diagramm durch den Fit mit der
Formel 2.6.
Abbildung 4.26: Auftragung von ln(K) gegen den Druck und die Temperatur. Simu-
lierte Kurve mit den Parametern aus Tabelle 4.4.
98 KAPITEL 4. HOCHDRUCK-NMR-MESSUNGEN AN HPR I14A
Zusa¨tzlich zum Bereich der Ringprotonen zwischen 6,6 ppm und 7,5 ppm
wurde der Bereich um 0 ppm na¨her betrachtet. In Abbildung 4.27 sind vier Linien
zu sehen: (1) die Methylgruppe δ1 von Leu 81 bei -0,15 ppm, (2) eine Linie die
nicht sicher identifiziert werden konnte bei -0,087 ppm, (3) DSS bei -0,020 ppm
und (4) eine Verunreinigung bei 0,16 ppm. Die Linie des DSS verbreiterte sich
fu¨r manche Spektren so stark, dass das Signal nicht mehr zu sehen war. DSS war
somit ungeeignet als Referenzierung. Die Referenzierung wurde mithilfe des Tris
durchgefu¨hrt. Das DSS-Signal, dass bei der Messung bei 278 K und 200 MPa
eine scharfe Linie hat, wurde fu¨r diese Messung auf 0 ppm gesetzt. Tris hat fu¨r
dieses Spektrum ein Signal bei 3,702 ppm und mithilfe dieses Signals wurden die
restlichen Spektren referenziert.
In Abbildung 4.27 ist eine Temperaturreihe bei Normaldruck aufgetragen. Fu¨r
alle Linien bleiben die Intensita¨ten anna¨hernd gleich, jedoch verbreitern sie sich
hin zu niedrigeren Temperaturen. Zusa¨tzlich ist eine Verschiebung, relativ zu der
Verunreinigung, zu beobachten.
Die gleiche Temperaturauftragung ist in Abbildung 4.28 bei 200 MPa zu se-
hen. Wie auch bei Normaldruck bleibt bei 200 MPa die Intensita¨t des DSS-Signals
gleich. Zu niedrigeren Temperaturen hin nimmt die Linienbreite wieder zu, jedoch
nur bis ca. 298 K. Bei einer weiteren Erniedrigung der Temperatur verringert sich
die Linienbreite wieder sehr stark. Fu¨r das Methylsignal ergibt sich ein etwas an-
deres Bild. Bei einer Erniedrigung der Temperatur von 318 K auf 298 K nimmt die
Intensita¨t zu, bevor sie bei weiterer Absenkung der Temperatur wieder abnimmt.
2D-Messungen an HPr I14A
Mit einer 15N markierten Probe wurden HSQC-Messungen durchgefu¨hrt. Die
Spektren wurden in einem Temperaturbereich von 268 K bis 328 K in einem
Abstand von 10 K aufgenommen. Fu¨r die Temperaturen von 278 K bis 308 K
wurden Messungen bis 200 MPa im Abstand von 20 MPa durchgefu¨hrt. Die dop-
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Abbildung 4.27: Temperaturreihe von 318 K (oben) bis 278 K (unten) bei Normal-
druck im Bereich um 0 ppm. Probenzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-
Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedin-
gungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer,
1D-Watergate(w5)-Pulsprogramm, NS: 128, DS: 4, LB: 0,5 Hz.
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Abbildung 4.28: Temperaturreihe von 318 K (oben) bis 278 K (unten) bei 200 MPa
im Bereich um 0 ppm. Probenzusammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris-Puffer
in D2O gelo¨st, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM DSS. Messbedingun-
gen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, 1D-




Scans“ wurde fu¨r die Spektren bei den Dru¨cken 0 MPa, 60
MPa, 140 MPa und 200 MPa verwendet. Um ein Einfrieren der Probe zu verhin-
dern, wurde ein Spektrum bei 268 K ausschließlich bei 200 MPa aufgenommen
[Jon82]. Bei 318 K wurden Spektren bis 80 MPa aufgenommen, bei 328 K nur ein
Spektrum unter Normaldruck. In den folgenden Abschnitten werden die Spektren
na¨her erkla¨rt.
Abbildung 4.29 zeigt eine U¨berlagerung der HSQC-Spektren von 0 MPa, 60
MPa, 140 MPa und 200 MPa bei 298 K. Die Zuordnung dieses Spektrums bei
Normaldruck und 298 K wurde von Mo¨glich et al. [Moe01] u¨bernommen. Die
Signale zeigen eine reversible A¨nderung der chemischen Verschiebungen. Durch
Vergleiche der Spektren, die bei unterschiedlichen Druck aufgenommen wurden,
konnten diese zugeordnet werden. Bei Erho¨hung des Drucks entstehen im Bereich
zwischen 8,0 und 8,5 ppm in der Protonendimension und zwischen 120 und 125
ppm in der 15N-Dimension zusa¨tzliche Signale. Dies entspricht typischen Wer-
ten fu¨r
”
random coil“ Verschiebungen. Mit zunehmendem Druck nehmen diese
Signale an Intensita¨t zu. Im Gegensatz dazu verlieren die Signale der zugeord-
neten Aminosa¨uren mit zunehmendem Druck an Intensita¨t und sind nicht mehr
detektierbar.
Die Aminosa¨uren His 15 bis Met 21 konnten aufgrund fehlender Signale nicht
zugeordnet werden. Nach Erho¨hen des Drucks verschwinden zuna¨chst in unmit-
telbarer Na¨he der Kavita¨t weitere Signale. Bei Erreichen des ho¨chsten Drucks sind
fu¨r die meisten Temperaturen mehr als 90 % der Anfangssignale verschwunden.
Gly 13, das in der Sequenz genau eine Position vor der Mutation I14A steht,
zeigt bei ho¨herem Druck einen U¨bergang von einem Signal in ein Doppelsignal.
Diese Aufspaltung des Signals Gly 13 ist fu¨r jede Temperatur ab einem Druck
von 60 MPa zu beobachten (vgl. Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.29: Ausschnitt einer Druckreihe von HPr I14A bei 298 K. Probenzu-
sammensetzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und
0,05 mM DSS in 90 %H2O/10 %D2O. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8
mm Innendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, TD: 2048 (1H), 512 (15N), NS: 64,
DS: 128, LB: 1 Hz (1H), 0,3 Hz (15N). Die Spektren wurden aufgenommen bei Nor-
maldruck (rot), 60 MPa (blau), 140 MPa (gru¨n) und 200 MPa (violett). Die Signale





Abbildung 4.30: Aufspaltung des Signals von Gly 13 bei 298 K. Probenzusammen-
setzung: 1 mM HPr I14A, 10 mM Tris, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM
DSS in 90 %H2O/10 %D2O. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm In-
nendurchmesser, 800 MHz-Spektrometer, TD: 2048 (1H), 512 (15N), NS: 64, DS: 128,
LB: 1 Hz (1H), 0,3 Hz (15N). Die Spektren wurden aufgenommen bei Normaldruck
(rot), 60 MPa (blau), 140 MPa (gru¨n) und 200 MPa (violett).
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4.3.3 Drucksprung-Messungen
Die theoretische Abscha¨tzung des Druckanstiegs (Formel 4.2) wurde durch zwei
Messungen kontrolliert und besta¨tigt. An die Position der Probe wurde zuna¨chst
ein Drucksensor angebracht und der Druckverlauf gemessen. Abbildung 4.15 zeigt
den Druckverlauf, der durch den Messsensor aufgezeichnet wurde. Der langsame
Druckanstieg von mehr als 100 ms ist durch die Verwendung einer Druckleitung
mit geringem Innendurchmesser zu erkla¨ren. Nach dem Einbau einer Druckleitung
mit gro¨ßerem Innendurchmesser steigt der Druck schneller an, wie bereits in
Abbildung 4.16 zu erkennen ist. Der Druckanstieg wurde durch diesen Umbau
von 150 ms auf 55 ms reduziert.
Neben den Aufnahmen durch den Messsensor wurden zusa¨tzlich an Histi-
din 1D-Messungen vorgenommen, um die Druckflanke zu beschreiben. Bei die-
sen Messungen wurde der FID durch die Druckflanke an der Probe geschoben.
Die Aufnahme des FID wa¨hrend der Drucka¨nderung bewirkte allerdings starke
Phasensto¨rungen im Spektrum, die nicht korrigiert werden konnten. Durch die-
se Messungen konnte festgestellt werden, wann wieder stabile Druckverha¨ltnisse
an der Probe herrschen. Abbildung 4.31 zeigt eine Auftragung der Verschiebung
von Histidin gegen die Zeit wa¨hrend der Drucka¨nderung bis hin zu einem stabilen
Druck. Der etwas langsamere Druckverlauf, der durch die Histidin-Messungen ab-
geleitet werden kann, la¨sst sich durch die Kapillarenform erkla¨ren: Die Kapillaren
bestehen aus einem sehr du¨nnen Hals, woraus sich ein langsamerer Druckanstieg
nach Formel 4.2 ergibt.
Abbildung 4.32 zeigt den Bereich zwischen zwei Druckflanken bei einem Druck-
sprung von niedrigem zu hohem Druck. Es wurde festgstellt, dass sich der Druck
in diesem Zwischenbereich um 5 MPa erho¨ht. Diese Erho¨hung des Drucks ist auf
das Schließen des Ventils 2 zuru¨ckzufu¨hren. Das Schließen von Ventil 2 fu¨hrt zu
einer Verdra¨ngung der Druckflu¨ssigkeit und erho¨ht somit den Druck, der durch
die Durcksensoren aufgezeichnet werden kann.
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Abbildung 4.31: Drucksprungmessung an Histidin am 500 MHz-Spektrometer. Pro-
benzusammensetzung: 1 M Histidin in D2O, 1 M Kaliumphosphat-Puffer, 1 mM DSS.
Drucksprung von hohem zu niedrigem Druck, der FID wird durch die fallende Druck-
flanke geschoben. Auftragung der chemischen Verschiebung von Hǫ1 gegen die Zeit. Die







Werten A1=8,295 ± 0,001, A2=8,254 ± 0,002, t0 = 263,8 ± 2,0 und dt = 11,3 ±
1,7).
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Abbildung 4.32: Beim Schließen von Ventil 2 ist eine leichte Druckerho¨hung von 5
MPa zu sehen.
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Ebenso wichtig wie die Druckflanke selbst ist die Wiederholbarkeit derselben,
da bei Drucksprungexperimenten eine einzige Aufnahme nicht ausreichend ist.
Bei den Messungen mu¨ssen mehrere Aufnahmen addiert werden, um ein ausrei-
chendes Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis zu erhalten. Um die Wiederholbarkeit der
Druckflanke zu testen, wurden mehrere tausend Druckflanken am Stu¨ck aufge-
nommen und gespeichert. Zum Vergleich wurden aus diesen tausend Aufnahmen
zufa¨llig zehn Druckflanken ausgewa¨hlt und miteinander verglichen. Bei diesem
Vergleich zeigte sich eine sehr gute U¨bereinstimmung sowohl in der Ho¨he als
auch in der Form der Druckflanken. Tabelle 4.5 zeigt die Mittelwerte und die
Standardabweichung. Somit kann davon ausgegangen werden, dass das Pulspro-
gramm mit der Druckflanke gut durch das Steuergera¨t synchronisiert wird. Der
Fehler betra¨gt nach der Arbeit von Arnold [Arn02] 1 ms.
Drucksprungmessungen stellen sehr hohe Anspru¨che an das Material. Des
Weiteren lassen die ha¨ufigen Kompressionen und Entspannungen der Probe, die
in kurzer Zeit stattfinden, auch vermuten, dass sich die Temperatur wa¨hrend den
Messungen a¨ndert. Um dies zu untersuchen, wurden in der Drucksprunganlage
Proben mit Ethylenglycol vermessen. Ethylenglycol dient zur Temperatureichung
des Spektrometers und ist somit sehr gut geeignet, A¨nderungen in der Tempera-
tur zu registrieren. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Temperaturabha¨ngig-
keit durch die Gleichung TProbe = 465, 8 − 102, 24(∆δEG) beschrieben werden
kann [Kap75]. Sie wurde zur Temperatureichung des Spektrometers verwendet.
Bei dieser Untersuchung wurden zuna¨chst Eichkurven aufgenommen, welche die
Einflu¨sse der Parameter Druck und Temperatur auf Ethylenglycol aufzeigten.
Als Maß fu¨r die Temperatur wurde die Shiftdifferenz zwischen dem Methyl- und
Hydroxyl-Signal verwendet. Abbildung 4.33 zeigt diesen Druckverlauf, wonach bis
100 MPa ein linearer Zusammenhang zwischen dem Druck und dem Abstand der
beiden Signale zu erkennen ist. Diese Shifta¨nderungen sind nicht auf die Tempera-
tur zuru¨ckzufu¨hren, sondern werden lediglich durch den Druck hervorgerufen. Der
Druckkoeffizient fu¨r Ethylenglycol konnte zu -4,6*10−4 ppm/MPa bestimmt wer-













Tabelle 4.5: Mittelwerte und Standardabweichung der Wiederholbarkeit der Druck-
flanken (ansteigende und fallende Druckflanke). Fu¨r die Berechnungen wurden zufa¨llig
zehn Druckflanken aus mehreren Tausend ausgewa¨hlt. Die Kurven wurden mit einer








den. Somit ko¨nnte die Gleichung fu¨r die Temperaturabha¨ngigkeit um eine Druck-
abha¨ngigkeit erweitert werden: TProbe = 465, 8− 102, 24(∆δEG) + 0, 047(p− p0).
Bei den statischen Messungen wurden zwei Temperaturkurven aufgenommen: (1)
Bei Normaldruck und (2) bei 60 MPa. Dies entspricht genau der Druckdifferenz,
die auch bei den Drucksprungexperimenten verwendet wurde. Diese Messungen
(Abbildung 4.34 und Abbildung 4.35) zeigen wieder einen linearen Zusammen-
hang: Die Erho¨hung der Temperatur fu¨hrt zu einer ho¨heren Differenz der Refe-
renzsignale. Beide Kurven, sowohl bei Normaldruck als auch bei 60 MPa, haben
dieselbe Steigung von 0,015 ppm/K.
Bei vorliegender Arbeit wurde sowohl die steigende als auch die fallende
Druckflanke untersucht (Abbildung 4.36 und Abbildung 4.37). Die Wiederholrate
mit 0,2 s−1 wurde so gewa¨hlt, dass vor dem na¨chsten Experiment die Tempera-
tur wieder auf ihren Ausgangswert zuru¨ckgegangen war. Fu¨r den Drucksprung
zu hohem Druck ergibt sich zuerst eine Erho¨hung und anschließend ein exponen-
tieller Abfall der Shiftdifferenz zwischen dem Methyl- und Hydroxyl-Signal. Da
diese Shiftdifferenz ein Maß fu¨r die Temperatur ist, gibt diese Kurve auch den
Temperaturverlauf wieder: Zu Beginn ist eine Temperaturerho¨hung festzustellen,
die mit der Zeit wieder abnimmt. Mithilfe des Steigungskoeffizienten, der aus den
zwei Temperaturreihen berechnet wurde, ergibt sich eine maximale Temperatur-
erho¨hung von 0,73 K. Fu¨r den umgekehrten Fall, den Drucksprung von hohem
zu niedrigem Druck, konnte eine Erniedrigung der Temperatur festgestellt wer-
den, die bei 0,59 K liegt. Der Temperaturverlauf kann in beiden Fa¨llen durch
dieselbe exponentielle Funktion erkla¨rt und beschrieben werden. Diese Druck-
sprungmessungen erfolgten bei 50 MPa. Die Abbildungen 4.36 und 4.37 zeigen fu¨r
Druckspru¨nge nur eine kleine Temperatura¨nderung. Hier wurden sowohl Druck-
spru¨nge zu hohem Druck als auch zu niedrigem Druck untersucht. Zusammenfas-
send kann sichergestellt werden, dass wa¨hrend der Drucksprungexperimente kein
großer Temperatureffekt auftritt und dieser Effekt vernachla¨ssigt werden kann.
Wie Ernst [Ern06] in seiner Diplomarbeit zeigt, ist es auch mo¨glich, mit die-
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Abbildung 4.33: Auftragung der Differenz der chemischen Verschiebung zwischen dem
Methyl- und Hydroxylsignal von Ethylenglycol gegen den Druck bei 278 K aufgenommen
bei 500 MHz. Fu¨r den Druckbereich bis 100 MPa besteht ein linearer Zusammenhang.
Der Druckkoeffizient wurde zu 4,6*10−4 ppm/MPa bestimmt.
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Abbildung 4.34: Auftragung der Differenz der chemischen Verschiebung zwischen
dem Methyl- und Hydroxylsignal von Ethylenglycol gegen die Temperatur bei Normal-
druck aufgenommen bei 500 MHz. Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen
der Temperatur und der Shiftdifferenz zwischen dem Methyl- und Hydroxylsignal von
Ethylenglycol mit einer Steigung von -0,015 ppm/K.
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Abbildung 4.35: Auftragung der Differenz der chemischen Verschiebung zwischen dem
Methyl- und Hydroxylsignal von Ethylenglycol gegen die Temperatur bei 60 MPa aufge-
nommen bei 500 MHz. Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Temperatur
und der Shiftdifferenz zwischen dem Methyl- und Hydroxylsignal von Ethylenglycol mit
einer Steigung von -0,015 ppm/K.
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Abbildung 4.36: Auftragung der Differenz der chemischen Verschiebung zwischen dem
Methyl- und Hydroxylsignal von Ethylenglycol gegen die Zeit bei 278 K aufgenommen
bei 500 MHz fu¨r einen Drucksprung von niedrigem zu hohem Druck. t = 0 entspricht
dem Start des Drucksprungtimings (vgl. Abbildung 4.9). Die Delayzeiten 1-4 waren: 1
ms, 700 ms, 3100 ms und 3800 ms. Die d2 Zeit betrug 300 µs und d5 betrug 250 ms.
Die gesamte Wiederholrate fu¨r das Experiment betrug 0,2 s−1. Die Kurve wurde mit
einer Exponentialfunktion gefittet. (y = A+ n ∗ exp(−x
τ
), mit den Werten A = 3,4705
± 0,0001, n = 379 ± 22 und τ = 0,025 ± 0,001.) Es konnte eine Temperaturerho¨hung
um 0,73 K festgestellt werden.
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Abbildung 4.37: Auftragung der Differenz der chemischen Verschiebung zwischen dem
Methyl- und Hydroxylsignal von Ethylenglycol gegen die Zeit bei 278 K aufgenommen
bei 500 MHz fu¨r einen Drucksprung von hohem zu niedrigem Druck. t = 0 entspricht
dem Start des Drucksprungtimings (vgl. Abbildung 4.9). Die Delayzeiten 1-4 waren: 1
ms, 700 ms, 3100 ms und 3800 ms. Die d2 Zeit betrug 300 µs und d5 betrug 250 ms.
Die gesamte Wiederholrate fu¨r das Experiment betrug 0,2 s−1. Die Kurve wurde mit
einer Exponentialfunktion gefittet. (y = A+ n ∗ exp(−x
τ
), mit den Werten A = 3,47 ±
0,03, n = 346 ± 44 und τ = 0,021 ± 0,003.) Es konnte eine Temperaturerniedrigung
um 0,59 K festgestellt werden.
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ser Drucksprung-Anlage partielle Druckspru¨nge durchzufu¨hren. Fu¨r den Ablauf
partieller Druckspru¨nge werden die Ventile nur solange geo¨ffnet, bis ein Teil des
Drucks aufgebaut bzw. abgebaut wird. Der Vorteil der partiellen Druckspru¨nge
liegt in der niedrigeren Belastung fu¨r das gesamte System. Es ko¨nnen auch Un-
tersuchungen durchgefu¨hrt werden, bei denen der niedrigere Druck ho¨her als der
Normaldruck ist. Die Druckniveaus der partiellen Druckspru¨nge unterliegen klei-
nen Schwankungen. Diese Schwankungen hatten jedoch bei Testmessungen an
Histidin, keinen Einfluss auf die Linienbreite.
Nach diesen Vormessungen, welche die Anlage charakterisieren, wurden die
ersten Messungen mit der Drucksprunganlage an einem einfachen System durch-
gefu¨hrt. Histidin ist fu¨r folgende Messungen sehr gut geeignet, da es zwei druck-
abha¨ngige Linien (die Ringprotonen Hδ2, Hε1) vorweist, die sehr signalstark und
gut zu unterscheiden sind. Die Druckabha¨ngigkeit der Ringprotonen wurde bereits
in der Arbeit von Arnold [Arn02] an dem Modell-System H-Gly-Gly-X-Ala-OH
mit Histidin an Position 3 untersucht. Als Referenz-Signal wurde in dieser Studie
DSS zu der Probe gegeben und zuna¨chst eine statische Druckreihe von Histidin
aufgenommen. Wie in den Abbildungen 4.38 und 4.39 zu sehen ist, zeigt Histidin
fu¨r die zwei Ringprotonen einen linearen Verlauf, der fu¨r Hδ2 bei ca. 7,3 ppm und
fu¨r Hε1 bei ca. 8,4 ppm bis 200 MPa liegt. Diese lineare Druckabha¨ngigkeit der
Ringprotonen la¨sst sich damit als Eichung fu¨r den eingestellten Druck verwenden.
Die Eichung des Drucks durch Histidin wurde bereits, wie weiter oben im
Text beschrieben, verwendet, um die Antwortzeiten des Drucksprungs zu testen.
Zugleich konnte mit dieser Messung gezeigt werden, dass die Verschiebungen der
Drucklinien mindestens im Bereich von Millisekunden oder schneller stattfinden.
Ziel dieser 1D-Messungen ist es, Systeme zu finden, in denen es Bereiche gibt,
die unterschiedlich schnell auf Drucka¨nderungen reagieren. Somit ko¨nnte man
mit dieser Drucksprunganlage die Bereiche identifizieren, bei denen der Druck
zuerst A¨nderungen hervorruft. Daru¨ber hinaus ko¨nnten auch mo¨gliche Zwischen-
zusta¨nde von Proteinen sichtbar gemacht werden.
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Abbildung 4.38: Auftragung der chemischen Verschiebung der Linie Hǫ1 von Histidin
gegen Druck bei 298 K aufgenommen bei 500 MHz. Bis zu einem Druck von 200 MPa
wurde ein lineares Verhalten festgestellt mit einer Steigung von 2, 86 ∗ 10−4 ± 2 ∗ 10−6
ppm/MPa. Probenzusammensetzung: 1 M Histidin in D2O,1 M Kaliumphosphat-Puffer,
1 mM DSS.
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Abbildung 4.39: Auftragung der chemischen Verschiebung der Linie Hδ von Histidin
gegen Druck bei 298 K aufgenommen bei 500 MHz. Bis zu einem Druck von 200 MPa
wurde ein lineares Verhalten festgestellt mit einer Steigung von 7, 45 ∗ 10−4 ± 5 ∗ 10−6
ppm/MPa. Probenzusammensetzung: 1 M Histidin in D2O,1 M Kaliumphosphat-Puffer,
1 mM DSS.
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Nachdem Histidin durch die statischen Messungen charakterisiert wurde, ist
fu¨r die vorliegende Arbeit ein Pulsprogramm entwickelt worden, mit dem es
mo¨glich war, Drucksprungexperimente als zweidimensionales Spektrum aufzu-
nehmen. Dafu¨r wurde ein NOESY-Pulsprogramm durch die Kommunikation des
Mikroprozessors mit dem Spektrometer und den Wartezeiten erweitert (dieses
Pulsprogramm befindet sich auch im Anhang 7.3). Nachfolgend wird ein Druck-
sprung von hohem zu niedrigem Druck beschrieben, wobei es genauso mo¨glich ist
einen Drucksprung von niedrigem zu hohem Druck durchzufu¨hren.
Das Pulsprogramm wurde so konzipiert, dass wa¨hrend der Evolution hoher
Druck an der Probe anliegt. Wa¨hrend der Mischzeit erfolgte der Drucksprung zu
Normaldruck. Abbildung 4.40 zeigt das Pulsprogramm und die Lage der Druck-
flanke. Erst nach Erreichen und Stabilisieren des Normaldrucks wurde detektiert.
Bei dieser Messung wurde darauf geachtet, dass die Detektion abgeschlossen wur-
de, bevor erneut eine Druckflanke erfolgte. Das Ergebnis dieser Messung ist die
Aufnahme von beiden Druckniveaus in ein und demselben Experiment. Der ho-
he Druck wurde in der indirekten Dimension aufgenommen, der Normaldruck
in der direkten Dimension. Wird dieses Experiment zusammen mit statischen
2D-Messungen bei Normaldruck und hohem Druck in ein Spektrum eingetragen
ergibt sich ein Bild, wie es Abbildung 4.41 zeigt. Auf der Diagonalen sind die
beiden statischen Druckmessungen der Linie 1 zu sehen, die bei 8,347 ppm bei
50 MPa und bei 8,406 ppm bei Normaldruck liegen. Unterhalb der Diagonalen
befindet sich das zugeho¨rige Kreuzsignal.
Nachdem das System durch Messungen charakterisiert und die ersten erfolg-
reichen Testmessungen mit Histidin durchgefu¨hrt worden sind, wurde dazu u¨ber-
gangen, Proteine zu messen. HPr ist fu¨r diese Untersuchungen gut geeignet, da
bereits einige statische Hochdruckdaten zu diesem Protein existieren. Wie in den
Arbeiten von Kalbitzer et al. [Kal00] beschrieben ist, zeigt HPr aus Staphy-
lococcus carnosus verschiedene Effekte bei der Anwendung von hohem Druck.
Fu¨r die Messungen fand die HPr-Mutante I14A Verwendung, bei der das an Po-
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Abbildung 4.40: Schematische Darstellung des Pulsprogramms und die zeitliche Lage
der Druckflanke fu¨r einen Drucksprung von hohem zu niedrigem Druck. Der Delay d8
entspricht der La¨nge der Drucka¨nderung. Delay d18 ist die Summe aller Zeiten (Delays
und Pulse) nach der Kommunikation minus Delay 4 (vgl. Abbildung 4.9).
sition 14 befindliche Isoleucin durch einen Alaninrest ausgetauscht wurde (HPr
I14A). Dadurch konnte eine ku¨nstliche Kavita¨t mit ca. 0,4 nm Durchmesser ge-
schaffen werden. Es wurden 1D-Spektren von HPr I14A bei einer Temperatur
von 285 K aufgenommen. Ebenso wurden statische Messungen bei Normaldruck
und 80 MPa durchgefu¨hrt. Die Drucksprungmessungen fanden von 0 auf 80 MPa
mit 64 Wiederholungen statt. Fu¨r das Pulsprogramm wurde das Watergate(w5)-
Pulsprogramm zggpw5 verwendet, das fu¨r die Drucksprungexperimente angepasst
wurde (vgl. Abbildung 4.42). Die Delayzeiten 1 und 2 zum O¨ffnen und Schließen
von Ventil 1 lagen bei 1700 ms und 2400 ms. Die Delayzeiten 3 und 4 zum O¨ffnen
und Schließen von Ventil 2 lagen bei 3200 ms und 3900 ms. Die d2 Zeit betrug
2,1 ms, was einem Pretrigger von 2,1 Sekunden entspricht.
Wie Abbildung 4.43 zeigt, fehlt im Drucksprungexperiment die Linie bei 7,0
ppm. Bei statischen 80 MPa ist diese Linie jedoch vorhanden.
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Abbildung 4.41: Zu sehen sind die zwei statischen Messungen bei 80 MPa (rot) und
Normaldruck (gru¨n) und die Drucksprungmessung (violett) von 80 MPa auf Normal-
druck. Probenzusammensetzung: 1 M Histidin in 99,5 % D2O, 1 M Kaliumphosphat-
Puffer, 1 mM DSS, pH = 7,25. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm
Innendurchmesser, 500 MHz-Spektrometer, TD: 4096, 256 (1H), NS: 16, DS: 4. Die
Drucksprungmessung stimmt bei Normaldruck exakt mit der statischen Messung bei
Normaldruck u¨berein. Zwischen der statischen Messung bei hohem Druck und Druck-
sprungmessung ist ein Unterschied feststellbar, der aufgrund der Drucknachregulierung
durch die Druckpumpe auftritt.
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Abbildung 4.42: Schematische Darstellung des Pulsprogramms zggpw5 und die zeitli-
che Lage der Druckflanke fu¨r einen Drucksprung von hohem zu niedrigem Druck. Die
Delayzeiten 1 und 2 zum O¨ffnen und Schließen von Ventil 1 lagen bei 1700 ms und
2400 ms. Die Delayzeiten 3 und 4 zum O¨ffnen und Schließen von Ventil 2 bei 3200
ms und 3900 ms. Die d2 Zeit betrug 2,1 ms, was einem Pretrigger von 2,1 Sekunden
entspricht.
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Abbildung 4.43: U¨berlagerung statischer Messungen bei Normaldruck (blau) und ho-
hem Druck (80 MPa, rot) mit einer Drucksprungmessung von niedrigem zu hohem
Druck (gru¨n) von HPr I14A bei 285 K. Probenzusammensetzung: 1 mM HPr I14A,
10 mM Tris-Puffer in D2O gelo¨st, 0,5 mM NaN3, 0,5 mM EDTA und 0,05 mM
DSS. Messbedingungen: Quarzhochdruckzelle mit 0,8 mm Innendurchmesser, 500 MHz-
Spektrometer, TD: 16k (1H), NS: 256, DS: 0, LB: 3Hz (statische Messungen); TD: 16k
(1H), NS: 64, DS: 1, LB: 3Hz (Drucksprungmessung). Gezeigt ist der Bereich der
Ringprotonen um 7 ppm. Das Denaturierungssignal von Tyr Hǫ bei 6,8 ppm, ist nur
bei hohem Druck zu sehen. Fu¨r die statische Messung bei Normaldruck und fu¨r die
Drucksprungmessung von niedrigem zu hohem Druck fehlt das Signal.
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4.4 Diskussion
4.4.1 A¨nderungen am Aufbau der Anlagen
Im Laufe der Arbeit wurden einige A¨nderungen am Aufbau der Hochdruckanlagen
vorgenommen, auf die nachfolgend in der Diskussion nochmals eingegangen wird.
Berstschutz
Wie bereits in dieser Arbeit gezeigt wurde, konnten mithilfe eines gebohrten
Berstschutzes keine besseren Linienbreiten fu¨r DSS als 5 Hz erzeugt werden (vgl.
Kapitel 4.3.1). Bei der Verwendung von Sapphirzellen [Pri97, Arn03](die z. B.
fu¨r die Untersuchungen des Prion-Proteins verwendet wurden [Kac06]) spielte
der Berstschutz keine Rolle, da die Sapphirzellen schon fu¨r eine solche Linienver-
breiterung verantwortlich waren. Bei der Verwendung von Quarz- oder Duran-
Hochdruckzellen war diese Linienverbreiterung jedoch ein enormer Nachteil. Um
diesen zu umgehen, wurden Berstschutze aus einem Teflonschlauch entwickelt.
Diese haben zum einen keinen messbaren Einfluss auf die Linienbreite, zum an-
deren sind sie auch sehr widerstandsfa¨hig gegen Explosionen und ko¨nnen somit
den Probenkopf schu¨tzen.
Autoklav
Der Autoklav der Hochdruckmessungen wurde nur geringfu¨gig vera¨ndert. Die
Schraube, die die Hochdruckzelle an den Autoklaven dru¨ckt, wurde mit einem
flacheren Gewinde angefertigt. Durch diese A¨nderung kann, wenn die Schraube
mit zu hohem Kraftaufwand festgedreht wird, ein Bruch der Kapillare verhindert
werden.
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Statische Hochdruckanlage
Fu¨r den Aufbau der statischen Hochdruckanlage am 800 MHz-Spektrometer muss-
ten diverse A¨nderungen im Gegensatz zum Aufbau am 600 MHz-Spektrometer
vorgenommen werden.
Die Zuleitungen zur Probe wurden durch Leitungen mit einem Innendurch-
messer von 0,5 mm (vorher 0,1 mm) ersetzt. Dadurch konnte die Gefahr reduziert
werden, dass kleine Partikel, die durch den Abrieb innerhalb des Leitungssystems
der Anlage entstehen, die sehr du¨nnen Leitungen verstopfen. Der Druck, der sich
innerhalb der Leitungen aufbaut, wurde am Manometer richtig angezeigt, jedoch
nicht an die Probe weitergeleitet. Eine Verstopfung ist nur durch eine fehlende
Druckantwort des zu messenden Systems festzustellen.
Der geometrische Unterschied zwischen dem 800 MHz- und 600 MHz-Spektro-
meter machte es no¨tig, la¨ngere Zuleitungen und Rohre zu verwenden. Dadurch
erho¨hte sich das Gewicht, das auf den Probenkopf lastete enorm. Ein Ersetzen des
Messingrohres durch ein Rohr aus Aluminium alleine reichte nicht fu¨r die no¨tige
Entlastung des Probenkopfes aus. Aus diesem Grund wurde fu¨r das Spektrometer
ein Aufsatz entwickelt, der das Gewicht der Zuleitung inklusive Rohr auf das
Geha¨use des Spektrometers verteilt.
Luftleere Zuleitungen sind fu¨r einen definierten Drucku¨bertrag sehr wichtig.
Deshalb wurde zusa¨tzlich zur Entlu¨ftungsvorrichtung, die an der Druckbank be-
festigt ist, ein Vorrat am ho¨chsten Punkt der Anlage angebracht. Durch diesen
Vorrat ko¨nnen Luftblasen, die sich in dem System durch das An- und Abschrau-
ben der Proben gebildet haben, entfernt werden.
Drucksprunganlage
Um die Mo¨glichkeit der Drucksprunganlage zu nutzen na¨mlich in beide Rich-
tungen (zu niedrigem Druck und zu hohem Druck) ausreichend schnell messen
zu ko¨nnen, wurde die Leitung von der Druckbank zu den Ventilen durch ein
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dickes Rohr (Innendurchmesser 0,35 mm) ersetzt. Die Testmessungen belegen,
dass durch diese A¨nderung die Geschwindigkeit fu¨r den Druckanstieg deutlich
erho¨ht werden konnte.
Ebenso wie bei den statischen Hochdruckmessungen, ist es bei den Druck-
sprungmessungen sehr wichtig, die Leitungen von Luftbla¨schen zu befreien. Aus
diesem Grund wurde an die Leitungen der Drucksprunganlage eine Vakuumpum-
pe angeschlossen. Durch diese Pumpe wird in sa¨mtlichen Zuleitungen ein Vakuum
erzeugt. Die Leitungen werden anschließend mit der Druckflu¨ssigkeit geflutet.
4.4.2 Statische Hochdruckmessungen
Am Protein HPr I14A wurden statische Hochdruckmessungen durchgefu¨hrt. 1D-
Messungen wurden an einer Probe in D2O aufgenommen. Fu¨r die 2D-Messungen
wurde 15N markiertes Protein in 90 % H2O/10 % D2O verwendet.
1D-Messungen an HPr I14A
Wie Hattori et al. [Hat04] fu¨r HPr von Staphylococcus carnosus gezeigt ha-
ben, verschwinden die Signale von Tyr 6 (Hδ und Hǫ) bei tieferen Temperaturen
aufgrund einer Austauschverbreiterung. Derselbe Effekt ist auch fu¨r die Mutante
I14A von HPr zu beobachten. Dieser Effekt kann durch eine geringere Flip-Rate
mit sinkender Temperatur erkla¨rt werden.
Durch die Aufnahme von Druckreihen bei verschiedenen Temperaturen wur-
de, wie auch zu erwarten war, eine Denaturierung bei hohem Druck festgestellt.
Quantitativ wurde die Denaturierung durch das Verha¨ltnis der Intensita¨t des Si-
gnals im nativ gefalteten Zustand zum Denaturierungssignal des Ringprotons Hδ
von Phe 29 bestimmt. Aus diesen Denaturierungswerten ist zusa¨tzlich zu hohen
und niedrigen Temperaturen eine Temperaturdenaturierung abzulesen. Somit ist
das Protein bei einer Temperatur zwischen 288 K und 298 K am stabilsten und
liegt nur zu einem Bruchteil von weniger als 5 % in denaturierter Form vor.
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Wie auch fu¨r das Tyr 6 wird fu¨r das DSS bei Normaldruck hin zu niedrigen
Temperaturen eine Austauschverbreiterung beobachtet. Eine Erkla¨rung fu¨r diese
Austauschverbreiterung stellt die Kavita¨t von HPr I14A dar, in die das DSS
binden ko¨nnte. Versta¨rkt wird diese Vermutung durch die Druckreihe bis 200
MPa bei 278 K. Bei Erho¨hung des Drucks konnte der U¨bergang in eine schmale
Linie beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass durch die Denaturierung
des Proteins ein U¨bergang in einen schnellen Austausch vorliegt. Zusa¨tzlich wird
bei 200 MPa fu¨r die Temperaturreihe hin zu hohen und niedrigen Temperaturen
ein U¨bergang in den schnellen Austausch beobachtet. Daraus la¨sst sich schließen,
dass ein direkter Zusammenhang zwischen der Austauschverbreiterung des DSS-
Signals und der Denaturierung besteht.
2D-Messungen an HPr I14A
Ebenso wie bei den 1D-Messungen an HPr I14A wurden bei den 2D-HSQC-
Messungen Druckreihen bei verschiedenen Temperaturen gemessen.
Fu¨r jede Druckreihe entstehen im zentralen Bereich des Spektrums (zwischen
8,0 ppm und 8,5 ppm in der Protonenrichtung und 120 ppm und 125 ppm in der
15N-Dimension) neue Signale. Diese Signale nehmen mit Erho¨hung des Drucks an
Intensita¨t zu und sind durch die Denaturierung des Proteins zu erkla¨ren.
Zu Beginn jeder Druckerho¨hung verschwinden zuerst die Signale von HPr
I14A in unmittelbarer Na¨he der Kavita¨t. Daraus la¨sst sich schließen, dass die
Kavita¨t zuerst von der Denaturierung betroffen ist. Diese Reaktion ist dadurch
zu erkla¨ren, dass Wassermoleku¨le in die Kavita¨t eindringen, die hydrophoben
Wechselwirkungen im Kern unterbinden und dadurch das Protein destabilisieren
[Hum98].
Zusa¨tzlich zu der Denaturierung wird zu hohem Druck hin fu¨r die Aminosa¨ure
Gly 13 eine Aufspaltung in zwei Signale beobachtet. Dieser U¨bergang la¨sst auf
einen langsamen Austausch zwischen zwei Konformationen schließen.
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4.4.3 Drucksprungmessungen
Die Drucksprunganlage wurde von Arnold [Arn02] wa¨hrend seiner Dissertation
aufgebaut. In vorliegender Arbeit wurde die Anlage getestet und daran erste Mes-
sungen an Histidin und HPr durchgefu¨hrt. Jedoch anders als in der Dissertation
von Arnold [Arn02] beschrieben, bestimmt die La¨nge des Delays d2 (siehe auch
Abbildung 4.9) vom Spektrometer zum Steuergera¨t nicht die Ho¨he des Druck-
sprungs. Der Delay d2 gibt nur die La¨nge des Pretriggers wieder und somit den
Zeitpunkt fu¨r den Start des Pulsprogrammes vor der ersten Druckflanke.
Die Ho¨he eines Drucksprunges wird durch den eingestellten Druck an der
pneumatisch betriebenen Druckbank festgelegt. Eine Ausnahme bilden die parti-
ellen Druckspru¨nge, bei denen die Ventilo¨ffnungszeiten je nach Drucksprungho¨he
angepasst werden mu¨ssen. Diese Druckspru¨nge unterliegen einer Schwankung von
ca. 10 %, die bei Messungen an Histidin jedoch keinen Einfluss auf die Linien-
breite hatte [Ern06].
Der Druckanstieg wurde mithilfe von zwei verschiedenen Methoden gemessen:
Zum einen direkt u¨ber den Drucksensor am Ort der Probe und zum anderen
indirekt u¨ber das Reaktionsverhalten von Histidin. Das Ergebnis war jeweils ein
Druckanstieg im Bereich von 50 ms der schneller vonstatten geht als der von
jeder anderen bekannten Methode die es fu¨r NMR gibt. Dies tra¨gt maßgeblich
zur Qualita¨t der Anlage bei.
Ein weiteres wichtiges Kriterium fu¨r die Qualita¨t der Anlage ist die Wie-
derholbarkeit der Druckkurve. Die Aufnahme von mehreren 1000 Druckkurven
hintereinander ergab eine sehr gute Wiederholbarkeit derselben. Somit konnte
ausgeschlossen werden, dass durch lange Messungen in den Spektren Artefakte
in Folge der mechanischen Ausfu¨hrung der Anlage auftreten.
Ein Nachteil dieser Anlage soll aber nicht verschwiegen werden. Momentan
ist es nur mo¨glich Druckflanken mit bis zu einer La¨nge von 3,3 Sekunden zu
produzieren. Dies wird durch die Software im Mikroprozessor und der Software,
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die auf dem PC zum Einsatz kommt, beschra¨nkt.
Fu¨r die Messungen an Histidin wurden zuna¨chst 1D-Messungen aufgenom-
men. Durch das Inkrementieren des Delays d5 wurde die Aufnahme des FID
durch die Druckflanke, von hohem zu niedrigem Druck, geschoben. Wie bereits
Abbildung 4.31 zeigte, schiebt sich die drucksensitive Linie mit gro¨ßer werden-
dem Delay d5 zu ho¨heren ppm Werten hin, was einem ho¨heren Druck entspricht.
Aufgrund der Linearita¨t der Drucklinie wa¨re es durchaus mo¨glich, Histidin als
internen Drucksensor zu verwenden.
Durch das Anpassen eines geeigneten Pulsprogramms mit der Kommunikation
zwischen Spektrometer und Mikroprozessor konnten 2D-Spektren aufgenommen
werden. Fu¨r statische Druckmessungen sind 2D-Spektren keine Neuheit mehr
und werden in der Forschung dazu verwendet, die Druckantwort von Proteinen
zu untersuchen. 2D-Drucksprungexperimente werden allerdings erst durch die
Steuerung eines Mikroprozessors ermo¨glicht, der die Drucksprungflanken mit dem
Pulsprogramm synchronisiert.
In dieser Arbeit wurden fu¨r die 2D-Histidin-Messungen zuna¨chst statische
Messungen durchgefu¨hrt. Die 2D-Drucksprungmessung fu¨gte sich fast optimal in
die statischen Messungen ein (vgl. Abbildung 4.41).
Die Drucksprungmethode wird erst durch Messungen an Proteinen ausgereizt.
Mit dieser Methode ist es mo¨glich, bei geeigneten Proteinen die zeitlichen A¨nde-
rungen (wann bewirkt wo der Druck die ersten A¨nderungen) mitzuverfolgen. Die
ersten Messungen, bei denen unterschiedliche Bereiche vorhanden sind, wurden
an HPr I14A durchgefu¨hrt (Abbildung 4.43).
4.5 Zusammenfassung
In Kapitel 4 wurden zum einen die A¨nderungen an den Hochdruckanlagen be-
schrieben und zum anderen die Messungen am Protein HPr I14A.
Die A¨nderungen, die an den Hochdruckanlagen durchgefu¨hrt wurden, ko¨nnen
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in zwei Kategorien unterteilt werden: (1) Verbesserung der Handhabung und (2)
Erho¨hung der Sicherheit.
Durch die statischen Hochdruckmessungen an HPr I14A konnten folgende
Parameter, bei der Temperatur T0(K) von 298 K, bestimmt werden: die Gibbs-
Energie bei Normaldruck ∆G0 (kJ/mol) (10,6 ± 0,3), die Wa¨rmekapzita¨t ∆Cp
(kJ/mol K) (12,5± 1,2), die Entropie ∆S0 (kJ/mol K) (0,16± 0,03), die teilmola-
re Volumena¨nderung ∆V 0 (mL/mol) (-69,0 ± 10,5), der termische Ausdehnungs-
koeffizient ∆α (mL/mol K) (3,1 ± 1,7) und die isoterme Kompressibilita¨tsa¨nde-
rung ∆β (mL/mol bar) (0,019 ± 0,006).
Die 2D-HSQC-Messungen zeigten fu¨r Gly 13 bei hohem Druck eine Aufspal-
tung in zwei Signale. Dies la¨sst auf einen Austausch zwischen zwei Konformatio-
nen schließen.
Die Drucksprunganlage wurde durch eine Reihe von Testmessungen mit Eich-
proben charakterisiert. Anschließend zeigten Messungen an HPr I14A, dass durch




In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Projekte durchgefu¨hrt. Zum einen wurde
die Struktur der Ligandbindedoma¨ne (LBD) von PPARγ (Peroxisom-Proliferator-
aktivierter Rezeptor γ) mithilfe der NMR bestimmt und zum anderen die schon
existierende Hochdruck-NMR-Apparatur weiterentwickelt und zur Untersuchung
von HPr I14A, einer Mutante von HPr (histidine containing protein) von S. car-
nosus, verwendet.
Strukturen von PPARγ-LBD sind bis dato nur durch die Methode der Ro¨nt-
genbeugung bestimmt worden. Um eine Struktur in nativer Umgebung zu erhal-
ten, wurde die Ligandbindedoma¨ne von PPARγ mithilfe der NMR in Ab- und
Anwesenheit des Liganden Rosiglitazon untersucht. In Abwesenheit des Liganden
sind sie NMR-Spektren von PPARγ austauschverbreitert und von so geringer
Qualita¨t, dass eine NMR-Strukturbestimmung nicht mo¨glich ist. Nach Bindung
von Rosiglitazon nimmt die Qualita¨t der Spektren durch eine Verringerung der
Linienbreite betra¨chtlich zu, so dass ca. 90 % der erwarteten Signale detektier-
bar werden. Fu¨r die Strukturrechnungen wurden 2352 Abstandsinformationen
(gewonnen aus NOESY-Spektren), 439 Winkelinformationen (mithilfe des Pro-
grammes TALOS) und 225 Wasserstoffbru¨ckeninformationen (entnommen aus
den Ro¨ntgenstrukturen) verwendet. Eine U¨berlagerung der zehn energiea¨rmsten
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Strukturen, von 1024 gerechneten, ergab fu¨r das Ru¨ckgrat einen RMSD von 0,179
nm und fu¨r alle Atome einen RMSD von 0,249 nm. Eine Verbesserung der Struk-
tur konnte mithilfe einer Strukturverfeinerung in Wasser erreicht werden, welche
die Interaktion zwischen Protein und Lo¨sung beru¨cksichtigt. Diese Verbesserung
konnte vor allem in den Werten der Diederwinkel nachgewiesen werden. Um die
NMR-Struktur weiter zu verbessern, wurde der in Regensburg entwickelte ISIC-
Algorithmus eingesetzt, mit dessen Hilfe Informationen aus der Ro¨ntgenstruktur
verwendet werden konnten. Durch die Anwendung dieses Algorithmus konnte ei-
ne in allen Bereichen gut definierte Struktur erhalten werden. Sowohl der RMSD
(0,0189 nm fu¨r das Ru¨ckgrat) als auch die Diederwinkel (99,5 % in den erlaub-
ten Bereichen des Ramachandran-Plotes) zeigten eine deutliche Verbesserung.
Die aus der Literatur bekannten Ro¨ntgenstrukturen von freiem und ligandierten
PPARγ-LBD unterscheiden sich vor allem durch die Stellung der C-terminalen
Helix H12. In der Struktur von PPARγ-LBD, die mithilfe der NMR ermittelt
wurde, nimmt diese Helix eine besondere Position ein: Sie befindet sich zwischen
den beiden Positionen der Ro¨ntgenstruktur.
Im Laufe dieser Arbeit wurden an den Hochdruckanlagen Umbauten und Wei-
terentwicklungen vorgenommen, um die Qualita¨t der Anlagen zu verbessern. Die-
se betrafen u. a. den Berstschutz, den Autoklaven, die Behandlung der Quarz-
Hochdruckzellen und Methoden zur Entlu¨ftung der Anlagen. Durch diese Umbau-
ten konnten sowohl die Sicherheit als auch die Handhabung der Anlagen gesteigert
werden. Neben den statischen Druckuntersuchungen wurden erste Experimente
mit einer NMR-Drucksprunganlage durchgefu¨hrt.
Fu¨r Hochdruckmessungen wurde die Mutante von HPr I14A verwendet. Diese
zeigte eine fast vollsta¨ndige Denaturierung bei einem Druck von 2000 bar bei 318
K. Zusa¨tzlich konnte eine Ka¨ltedenaturierung fu¨r HPr I14A bei 278 K und Nor-
maldruck festgestellt werden. Bei 278 K und Normaldruck verschwindet in den
Spektren das Signal der Referenzsubstanz DSS, was bei ho¨heren Temperaturen
gut beobachtbar ist. Dies legt nahe, dass im thermischen Gleichgewicht DSS in
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die durch die Mutation erzeugte Kavita¨t bindet. Ein a¨hnliches Verhalten konn-
te bei der Druckreihe bei 278 K bis 200 MPa festgestellt werden. Auch hier ist
ein scharfes DSS-Signal bei 200 MPa zu sehen. Aus den experimentellen Daten
konnte die Gleichgewichtskonstante K fu¨r das Gleichgewicht zwischen nativ ge-
falteten und denaturierten Protein in Abha¨ngigkeit von Druck und Temperatur
bestimmt werden. Eine Anpassung der experimentellen Daten an ein Zweizu-
standsmodel erlaubte die Bestimmung der A¨nderung der freien Enthalpie ∆G0 ,
der Entropie ∆S0, Wa¨rmekapazita¨t ∆Cp, des molaren partiellen Volumens ∆V
0,
des thermischen Ausdehnungskoeffizienten ∆α und des Produktes aus isobaren
Kompressibilita¨tsa¨nderung ∆β und dem partiellen Volumen V0. Bei 298 K erha¨lt
man ein ∆G0 von 10,6 ± 0,3 kJ/mol, ein ∆Cp von 12,5 ± 1,2 kJ/mol K, ein ∆S
0
von 0,16 ± 0,03 kJ/mol K, ein ∆V 0 von -69,0 ± 10,5 mL/mol, ein ∆α von 3,1 ±
1,7 mL/mol K und ein ∆β von 0,019 ± 0,006 mL/mol bar. Bei den 2D-1H, 15N-
HSQC-Experimenten an HPr I14A konnte fu¨r die Aminosa¨ure Gly 13 zu hohem
Druck hin (bei den gemessenen Temperaturen zwischen 278 K bis 318 K) eine
Aufspaltung in zwei Signale beobachtet werden. Dies deutet auf einen langsamen
Austausch mit einem gefalteten Zwischenzustand hin.
Die Drucksprunganlage, die von Arnold [Arn02] entwickelt und aufgebaut
wurde, konnte in dieser Arbeit in den wichtigsten Punkten charakterisiert wer-
den: So war es mo¨glich, sowohl der Druckanstieg (55 ms) wie auch die Wie-
derholbarkeit der Druckflanke zu bestimmen. Es wurden erste Testmessungen
mit der Aminosa¨ure Histidin durchgefu¨hrt, sowohl 1D-Messungen als auch 2D-
Messungen. Messungen an HPr I14A zeigten ein unterschiedliches Druckverhalten
fu¨r unterschiedliche Bereiche des Proteins.
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7.1 Tabellen der chemischen Verschiebungen von
PPARγ-LBD
Aminosa¨ure N15 C13α C13β C13’
GLU207 - - - -
SER208 - 58,54 62,05 176,76
ALA209 113,11 53,20 17,33 179,35
ASP210 120,07 54,23 39,43 178,38
LEU211 122,92 56,22 40,57 181,05
ARG212 121,16 56,21 26,26 178,78
ALA213 125,30 53,66 16,68 180,56
LEU214 121,87 56,51 40,05 177,77
ALA215 120,84 54,81 17,97 177,44
LYS216 120,40 58,00 30,92 177,28
HIS217 120,54 58,53 30,14 179,22
LEU218 119,46 56,22 38,22 177,28
TYR219 121,07 59,55 36,18 176,34
ASP220 120,12 56,32 38,44 179,48
SER221 115,80 59,98 38,68 176,11
TYR222 129,51 59,98 37,64 176,14
ILE223 118,37 60,53 34,80 178,66
LYS224 118,82 57,42 31,43 177,85
SER225 114,93 60,27 63,22 178,33
PHE226 118,91 52,56 36,87 -
PRO227 - 63,12 30,86 177,26
LEU228 120,01 52,19 39,46 174,61
THR229 115,63 59,15 68,92 173,52
LYS230 125,24 59,43 31,43 178,72
ALA231 121,33 53,95 16,37 181,39
LYS232 119,24 57,99 31,22 174,36
ALA233 122,81 53,95 18,24 179,55
ARG234 116,12 56,78 26,78 179,27
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Aminosa¨ure N15 C13α C13β C13’
ALA235 123,51 53,95 16,42 173,21
ILE236 119,20 63,99 40,24 -
LEU237 119,46 56,44 41,01 178,41
THR238 107,61 60,87 70,00 175,35
GLY239 110,76 44,95 - 174,52
LYS240 121,10 54,93 30,88 176,60
THR241 113,11 59,99 68,65 174,52
THR242 121,92 59,11 68,61 -
ASP243 - 56,41 40,70 177,97
LYS244 119,29 54,26 31,53 178,18
SER245 118,92 55,77 61,79 -
PRO246 - 61,40 30,01 175,47
PHE247 124,39 57,45 39,00 174,74
VAL248 130,06 61,64 30,69 174,39
ILE249 128,55 59,96 37,65 -
TYR250 - - - -
ASP251 - - - -
MET252 - - - -
ASN253 - 57,19 40,00 177,31
SER254 117,39 57,10 60,64 -
LEU255 - - - -
MET256 - - - -
MET257 - 56,15 26,20 175,69
GLY258 104,24 43,51 - -
GLU259 - 53,93 30,92 -
ASP260 119,49 57,68 40,75 179,75
LYS261 119,85 58,00 27,81 -
ILE262 - - - -
LYS263 - - - -
PHE264 - 56,31 39,66 178,93
LYS265 117,93 57,13 26,78 178,57
HIS266 121,37 65,15 29,72 -
ILE267 122,92 64,85 36,04 -
THR268 124,18 57,71 68,46 -
PRO269 - 61,94 30,66 -
LEU270 122,59 54,01 40,67 177,24
GLN271 121,98 54,11 28,53 175,38
GLU272 128,30 56,72 29,80 -
GLN273 - - - -
SER274 - - - -
LYS275 - - - -
GLU276 - 54,42 28,58 176,76
VAL277 125,97 65,40 30,01 176,84
ALA278 120,55 54,52 17,33 177,97
ILE279 114,29 61,68 35,32 179,51
ARG280 120,98 58,80 28,85 180,11
ILE281 120,08 63,12 34,88 178,23
PHE282 121,93 59,75 37,91 177,81
GLN283 118,25 58,25 27,03 177,65
GLY284 109,12 46,10 - 175,17
CYS285 120,55 62,54 23,83 75,85
GLN286 118,80 58,83 - 176,97
PHE287 117,77 59,75 36,35 178,44
ARG288 121,06 56,50 27,03 177,89
SER289 118,09 60,84 62,40 175,33
7.1. TABELLEN DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON PPARγ-LBD145
Aminosa¨ure N15 C13α C13β C13’
VAL290 120,19 65,96 29,36 178,15
GLU291 120,22 57,96 29,62 178,94
ALA292 123,87 53,28 16,43 179,80
VAL293 118,96 65,96 30,01 179,46
GLN294 119,02 58,10 26,11 175,69
GLU295 121,45 57,96 27,67 -
ILE296 118,40 63,99 37,33 172,53
THR297 117,34 66,34 67,46 177,89
GLU298 120,81 57,67 27,55 175,46
TYR299 121,68 60,27 37,85 178,46
ALA300 123,43 53,09 15,99 177,94
LYS301 111,56 57,42 30,66 179,01
SER302 117,38 57,68 62,50 174,74
ILE303 128,29 59,10 36,87 -
PRO304 - 63,70 29,74 175,95
GLY305 112,67 43,80 - 176,27
PHE306 124,64 61,76 39,46 176,71
VAL307 107,41 61,93 29,88 175,64
ASN308 116,99 51,73 37,91 175,59
LEU309 121,24 53,06 40,50 177,26
ASP310 124,44 54,23 41,79 177,25
LEU311 128,71 57,37 40,50 -
ASN312 115,91 55,47 36,87 177,73
ASP313 121,12 55,66 38,17 177,65
GLN314 120,06 59,12 27,55 176,22
VAL315 117,18 65,38 30,03 174,70
THR316 121,13 65,76 67,05 176,37
LEU317 120,42 56,79 38,68 182,10
LEU318 120,84 57,08 39,98 176,95
LYS319 122,50 59,15 32,21 175,88
TYR320 109,57 59,12 38,42 176,58
GLY321 106,64 44,95 - 175,80
VAL322 115,42 66,53 29,87 177,08
HIS323 118,21 63,13 28,55 180,09
GLU324 118,66 58,53 28,33 179,27
ILE325 120,07 63,49 35,49 177,08
ILE326 123,95 64,85 35,55 -
TYR327 116,67 59,12 34,54 178,33
THR328 119,03 67,49 68,36 -
MET329 - 57,35 30,92 176,19
LEU330 123,21 56,10 40,75 178,88
ALA331 119,11 54,81 15,63 179,30
SER332 112,65 59,98 62,09 179,46
LEU333 119,17 53,34 40,39 174,57
MET334 117,80 53,91 36,09 76,53
ASN335 118,72 50,58 39,20 -
LYS336 112,80 57,00 30,01 175,54
ASP337 116,09 53,88 42,05 177,78
GLY338 112,00 46,68 - 180,32
VAL339 116,69 55,89 35,32 172,15
LEU340 128,00 53,92 42,57 175,17
ILE341 113,54 57,37 40,24 -
SER342 - - - -
GLU343 - 56,80 31,71 178,26
GLY344 109,76 45,24 - 175,80
146 KAPITEL 7. ANHANG
Aminosa¨ure N15 C13α C13β C13’
GLN345 121,00 58,25 28,32 176,61
GLY346 136,67 42,08 - 170,80
PHE347 123,64 55,44 41,27 172,55
MET348 128,88 52,47 34,54 175,14
THR349 116,41 60,87 68,63 174,12
ARG350 126,74 57,65 29,88 -
GLU351 118,60 57,67 28,07 179,01
PHE352 122,06 59,75 37,39 178,96
LEU353 121,47 57,08 40,07 177,29
LYS354 116,89 56,56 31,43 180,14
SER355 114,44 57,97 62,24 174,02
LEU356 122,62 53,34 40,50 179,20
ARG357 119,80 53,91 28,33 176,22
LYS358 124,00 54,26 30,14 -
PRO359 - 62,55 31,02 175,33
PHE360 124,00 60,33 37,65 176,42
GLY361 107,12 45,53 - 174,44
ASP362 118,28 53,36 40,75 177,97
PHE363 119,90 59,46 38,42 175,98
MET364 117,47 52,76 29,62 178,86
GLU365 125,30 59,68 26,52 -
PRO366 - 64,23 30,30 -
LYS367 118,09 59,72 29,74 177,97
PHE368 119,68 61,76 37,62 177,10
GLU369 117,95 57,96 28,07 178,46
PHE370 119,07 60,04 37,42 176,60
ALA371 123,48 54,52 19,79 178,70
VAL372 116,74 65,10 28,26 179,38
LYS373 119,14 57,42 31,18 178,41
PHE374 123,58 60,61 39,20 179,22
ASN375 120,37 53,45 35,84 178,78
ALA376 123,80 52,51 16,68 177,84
LEU377 116,39 54,49 38,68 175,75
GLU378 110,24 55,08 25,48 175,17
LEU379 116,72 53,63 39,98 178,14
ASP380 123,31 50,16 41,79 178,78
ASP381 116,47 57,49 42,65 175,88
SER382 116,46 60,55 - 177,49
ASP383 125,70 57,68 38,42 176,61
LEU384 117,23 57,37 38,11 177,65
ALA385 117,81 - - -
ILE386 - 54,45 38,63 174,65
PHE387 122,14 55,39 41,27 175,82
ILE388 121,62 58,52 39,72 -
ALA389 - 51,86 - -
VAL390 - - - -
ILE391 - - - -
ILE392 - 64,54 35,00 177,33
LEU393 126,00 50,47 34,54 173,00
SER394 114,19 57,39 62,76 173,89
GLY395 111,85 44,38 - 168,50
ASP396 117,02 51,06 38,42 176,45
ARG397 116,57 51,03 26,00 -
PRO398 - 61,68 - 177,10
GLY399 107,61 44,09 - 175,80
7.1. TABELLEN DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON PPARγ-LBD147
Aminosa¨ure N15 C13α C13β C13’
LEU400 120,27 53,53 41,53 176,92
LEU401 128,55 55,64 41,01 178,52
ASN402 120,42 50,00 37,13 176,24
VAL403 122,65 65,10 31,18 175,80
LYS404 121,68 59,72 27,81 -
PRO405 - 64,15 29,31 179,20
ILE406 118,73 63,99 36,98 176,74
GLU407 120,64 57,96 27,81 178,49
ASP408 119,28 56,24 38,61 177,94
ILE409 121,29 64,27 37,01 178,80
GLN410 122,03 58,83 27,03 178,05
ASP411 118,46 56,81 39,98 177,08
ASN412 118,82 56,91 37,91 177,81
LEU413 117,47 56,80 41,27 178,23
LEU414 120,34 56,51 40,75 179,24
GLN415 121,32 57,97 27,81 178,46
ALA416 122,88 53,95 18,23 179,69
LEU417 122,68 56,79 39,98 176,27
GLU418 121,38 59,39 27,55 172,32
LEU419 119,01 56,51 39,98 179,41
GLN420 118,51 55,38 26,00 177,31
LEU421 119,80 56,51 39,46 -
LYS422 - - 30,92 178,33
LEU423 117,12 55,36 40,50 178,96
ASN424 116,17 52,02 39,46 176,82
HIS425 115,06 51,05 28,33 -
PRO426 - - 30,55 -
GLU427 - - 26,92 -
SER428 - 62,90 55,31 -
SER429 - 62,90 55,51 -
GLN430 - - 26,72 -
LEU431 - 56,79 39,98 177,08
PHE432 118,87 60,33 37,13 175,46
ALA433 120,26 53,95 16,68 181,29
LYS434 118,35 58,28 31,18 179,46
LEU435 122,56 56,51 39,46 178,54
LEU436 119,10 56,79 38,68 181,34
GLN437 118,93 57,10 27,03 177,89
LYS438 116,77 55,41 29,62 178,31
MET439 117,74 59,09 31,43 178,46
THR440 116,28 64,90 67,18 176,68
ASP441 124,41 56,24 39,20 178,73
LEU442 120,97 56,79 41,79 177,97
ARG443 117,61 57,65 27,81 180,11
GLN444 119,90 57,39 26,26 177,73
ILE445 120,04 62,05 34,95 179,35
VAL446 122,13 66,53 29,60 177,52
THR447 116,35 65,76 67,10 175,98
GLU448 121,73 58,20 28,33 178,94
HIS449 124,01 59,39 29,88 176,06
VAL450 119,64 65,96 - 178,99
GLN451 121,36 57,39 26,52 178,70
LEU452 123,55 56,51 39,10 178,86
LEU453 120,32 56,51 39,72 176,76
GLN454 117,73 57,10 26,78 179,33
148 KAPITEL 7. ANHANG
Aminosa¨ure N15 C13α C13β C13’
VAL455 121,01 65,10 29,72 179,43
ILE456 122,74 64,85 36,04 177,03
LYS457 119,02 57,42 30,92 177,50
LYS458 116,16 56,84 31,43 177,65
THR459 108,97 62,02 69,13 174,66
GLU460 123,44 53,07 27,03 176,27
THR461 115,89 59,53 67,67 174,93
ASP462 121,14 52,79 38,29 174,96
MET463 120,87 54,48 31,98 180,14
SER464 120,50 56,14 63,61 173,28
LEU465 125,73 51,90 42,34 176,27
HIS466 126,68 55,08 30,66 -
PRO467 - 64,64 30,33 179,03
LEU468 124,31 57,08 40,50 180,01
LEU469 116,39 55,36 39,72 176,06
GLN470 119,47 58,25 27,03 177,88
GLU471 117,95 57,67 27,81 179,04
ILE472 120,28 64,56 37,35 175,78
TYR473 114,19 59,40 36,87 -
LYS474 122,55 57,64 30,15 -
ASP475 - - - -
LEU476 - - - -
Tabelle 7.1: Zuordnung der chemischen Verschiebungen der 15N und 13C-Kerne von
PPARγ-LBD
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift
GLU207
SER208 6,84 4,10 3,83
ALA209 7,58 3,95 1,63
ASP210 7,71 4,54 2,98
LEU211 7,88 3,99 1,92 0,87
0,70
ARG212 8,14 4,65 1,87
ALA213 7,94 4,09 1,20
LEU214 7,76 4,12 1,95 0,76 1,50
1,78 0,91
ALA215 7,38 3,78 1,58
LYS216 7,73 3,80 1,92 1,58 1,66
HIS217 8,15 4,28 3,27
LEU218 8,26 3,97 1,57 0,85
1,27 0,35
TYR219 8,09 4,09 3,21
2,80
ASP220 8,55 4,35 2,63
2,51
SER221 7,81 4,03
TYR222 8,92 3,74 3,10
2,98
ILE223 8,18 3,98 1,87 1,40
LYS224 7,04 3,97 1,81 2,83 1,56
SER225 7,32 4,28 4,03
7.1. TABELLEN DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON PPARγ-LBD149
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift
PHE226 7,20 4,49 2,88
PRO227 - 4,18 2,19 1,81
LEU228 7,60 4,68 1,60 0,77
THR229 6,74 4,33 4,33 1,28
LYS230 10,40 4,10 1,78
ALA231 9,08 4,00 1,37
LYS232 7,46 4,28 1,78 1,60 1,40
ALA233 8,23 4,09 1,43
ARG234 9,02 4,25 1,71 2,98
ALA235 7,33 3,75 1,43
ILE236 7,45 3,63 1,88 0,98
0,94
LEU237 8,26 4,20 1,55 0,93
0,73
THR238 7,60 4,68 1,05
GLY239 7,34 4,33
LYS240 8,01 4,20 1,89 1,77
THR241 7,58 4,30 4,28 1,07
THR242 7,93 4,43 4,12 1,06
ASP243 - 4,43 2,88
2,68
LYS244 7,93 3,68 2,12 0,92
0,73
SER245 8,03 4,55 3,79
PRO246 - 4,13 1,85 1,83
1,70 1,61
PHE247 7,84 4,21 2,98
VAL248 7,78 4,35 0,97





SER254 8,64 4,10 3,89
LEU255
MET256
MET257 4,13 1,84 1,57
GLY258 7,63 3,85
GLU259 - 4,23 2,05
1,85
ASP260 8,35 3,90 2,81




LYS265 7,47 4,05 2,39
2,16
HIS266 7,15 4,31 3,10
ILE267 8,06 3,56 2,12 0,86 0,83
THR268 7,77 4,33 4,33 1,13
PRO269 4,16 2,20 3,53 1,75
1,83
LEU270 8,07 3,83 2,00 0,83 1,56
1,55
GLN271 8,04 4,21 2,05 2,23
1,85
150 KAPITEL 7. ANHANG
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift




GLU276 4,15 2,13 2,29
1,98
VAL277 8,36 3,47 2,04 1,07
0,79
ALA278 8,54 4,11 1,33
ILE279 6,34 3,86 1,78
ARG280 7,72 4,35 1,78 2,95 1,65
ILE281 8,10 3,90 1,82 1,43
1,20
0,90
PHE282 7,76 3,95 2,95
2,8




PHE287 7,89 3,93 2,09
ARG288 7,57 4,28 2,10
SER289 8,07 4,15
VAL290 7,63 3,97 2,09 1,10
0,84
GLU291 7,17 3,94 2,22 2,24
ALA292 8,49 4,23 1,66
VAL293 8,66 3,85 2,28 1,15
0,78
GLN294 7,37 2,16 2,76
GLU295 7,24 4,09 1,98 2,65
ILE296 8,67 4,40 1,92 0,88 0,89
THR297 7,97 5,05 5,05 1,19
GLU298 7,25 3,91 1,98
TYR299 7,79 4,00 2,93
ALA300 8,75 3,75 1,57
LYS301 6,97 3,80 1,84
SER302 7,62 4,35 3,70
ILE303 7,48 3,86 1,92 0,56 1,55
0,84
PRO304 - 4,33 2,20 1,56
1,95
GLY305 8,45 4,27
PHE306 8,06 3,78 3,33
2,80
VAL307 8,01 3,86 2,48 0,87
ASN308 6,89 4,68 2,92
2,47
LEU309 6,97 4,27 1,92 0,77 1,72
ASP310 8,89 4,21 3,10
LEU311 8,40 4,21 1,87 0,84 1,57
ASN312 8,51 4,25 3,01 7,69
2,74 7,02
ASP313 7,33 4,33 2,80
GLN314 7,84 4,32 1,92 2,33
VAL315 7,28 3,56 2,10 0,97
7.1. TABELLEN DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON PPARγ-LBD151
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift
THR316 8,14 4,28 1,26
LEU317 8,70 0,90
LEU318 7,91 3,95 1,83 0,75 1,60
LYS319 8,52 4,28 1,85 1,38
TYR320 7,25 4,11 2,68
GLY321 7,86 3,53
VAL322 8,04 3,57
HIS323 8,79 4,55 2,92
GLU324 6,83 3,95 2,05
1,88
ILE325 7,62 3,53 1,85 0,69 1,20
0,83
ILE326 8,65 3,59 1,92 1,23
1,14
TYR327 7,63 3,90 2,90
THR328 7,22 4,90 4,90 1,434
MET329 3,82 1,81 2,13
LEU330 8,40 4,04 1,80 0,85 1,38
ALA331 6,99 4,18 1,55
SER332 7,07 4,10 3,87
LEU333 7,41 4,05 1,87 0,72
MET334 7,29 1,98
1,69
ASN335 8,63 5,05 3,23
LYS336 8,15 3,86 1,93 1,56
ASP337 8,12 4,92 2,86
GLY338 8,01 4,45
VAL339 7,89 4,21 2,20 0,86
LEU340 8,42 4,15 1,46 0,97
1,39 0,41
ILE341 8,16 4,60 1,39 0,72 0,80
SER342 3,52
GLU343 4,15 2,05 2,63
GLY344 8,33
GLN345 8,01 3,75 1,98
GLY346 7,72 3,73
PHE347 8,74 4,38 2,75 6,90
2,70
MET348 8,73 4,83 2,15
1,87
THR349 8,33 3,97 4,01 1,12
ARG350 8,48 4,68 1,85 1,55
GLU351 8,36 4,05 1,57 2,30
PHE352 7,79
LEU353 7,43 3,74 1,56 0,80 1,65
LYS354 7,54 3,95 1,59 1,45 1,81
SER355 7,34 4,40 3,75
LEU356 6,59 4,04 1,78 0,92 1,70
ARG357 8,36 4,06 1,73 3,02
1,55
LYS358 8,42 4,00 1,90 1,56 1,63
1,75
PRO359 - 4,15 2,20 1,83
PHE360 8,30 4,33 2,67
GLY361 7,16 3,32
ASP362 7,34 4,33 2,87
152 KAPITEL 7. ANHANG
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift
PHE363 7,52 4,30 3,21
MET364 8,52 4,03 1,98
GLU365 7,88 3,90 2,28 2,38
2,13
PRO366 4,19 2,33 2,25
1,94
LYS367 7,00 4,10 1,69
PHE368 7,83 2,74 7,22
GLU369 8,12 2,39
PHE370 7,40 3,51 2,70
ALA371 8,31 4,28 1,19
VAL372 8,11 3,80 1,93 1,00
0,71
LYS373 6,62 3,93 1,90 1,38 1,50
PHE374 8,69 4,03 2,98
ASN375 9,32 3,93 2,34 6,87
ALA376 6,88 4,20 1,40
LEU377 7,02 3,97 0,44 1,40
GLU378 7,16 4,15 2,13 2,24
LEU379 7,79 4,62 1,98 1,24 1,45
0,81
ASP380 9,42 4,33 2,78
ASP381 8,58 4,33 3,23
2,74
SER382 7,97 3,98 3,93
ASP383 7,66 3,96 2,88
2,86
LEU384 8,57 3,92 2,04 0,97 0,96
ALA385 7,65 4,21
ILE386 - 4,22 1,69 1,30
1,30
PHE387 7,37 4,32 2,90





ILE392 3,93 1,88 1,20
1,08
LEU393 7,29 4,18 2,14 0,94 1,50
1,81 0,75
SER394 6,67 4,33 3,63
GLY395 8,37 3,56
ASP396 7,95 4,50 2,86
ARG397 6,43 4,56 2,80
PRO398 3,84 1,78 3,33
GLY399 8,19 4,33
LEU400 6,59 4,05 1,75 0,88
0,87
LEU401 11,54 4,18 1,86 0,79 1,56
ASN402 8,80 4,88 2,57
VAL403 8,14 3,42 2,80 1,03
LYS404 8,07 4,27 1,88 1,55 1,41
PRO405 4,13 2,13 3,57 0,85
1,82
ILE406 6,57 3,52 1,78 0,85 0,93
7.1. TABELLEN DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON PPARγ-LBD153
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift
0,93
0,81
GLU407 7,94 3,79 2,15 2,15
ASP408 8,24 4,30 2,67
ILE409 7,28 4,33 1,98 1,05
1,05
0,83
GLN410 8,90 4,06 1,87 2,25
ASP411 8,69 3,91 2,85
ASN412 7,78 4,44 2,88
2,69
LEU413 8,33 1,87 0,83 1,20
0,78
LEU414 8,20 4,05 1,47 0,79
GLN415 7,62 4,05 1,87 2,30
ALA416 8,24 4,09 1,38
LEU417 8,92 4,20 1,52 0,95 1,57
0,65
GLU418 8,28 3,89 1,94
LEU419 7,23 2,03 0,86
1,55
GLN420 6,99 4,15 1,80 2,21
LEU421 8,08
LYS422 3,88
LEU423 7,72 4,16 1,63 0,80 1,48
0,61
ASN424 8,25 4,62 2,66 7,84







PHE432 8,45 3,52 3,08 7,15
2,88
ALA433 7,71 4,15 1,48
LYS434 7,90 4,10 1,93 1,28
LEU435 8,47 1,42 0,50 1,61
LEU436 7,82 3,93 1,56 0,68 1,38
GLN437 7,28 4,15 2,16 2,51
LYS438 7,71 4,33 1,59
MET439 7,70 4,03 1,93 2,25
THR440 7,31 3,85 3,84
ASP441 7,46 4,33 2,80
LEU442 7,95 3,90 1,84 0,84
0,74
ARG443 7,10 4,03 2,40 1,99
GLN444 7,35 4,03 2,22 2,33
2,10
ILE445 7,61 3,65 1,81 0,68 0,85
VAL446 7,62 3,27 2,28 0,70
THR447 8,13 4,25 4,20 1,08
GLU448 8,19 3,97 1,78
HIS449 8,00 4,55 2,92
VAL450 8,43 3,29 2,30 1,11
154 KAPITEL 7. ANHANG
Aminosa¨ure HN-Shift HA-Shift HB-Shift HD-Shift HG-Shift
0,78
GLN451 7,04 3,87 2,28 2,38
LEU452 7,50 3,92 0,98
LEU453 8,20 4,66 1,25
GLN454 7,44 4,15
VAL455 7,15 3,58 2,22 0,77




LYS458 7,15 4,09 1,57 1,96
THR459 7,35 4,28 4,10 1,10
GLU460 8,02 4,55 1,92
THR461 7,85 3,93 4,13 1,14
ASP462 8,36 4,58 2,63
MET463 7,50 4,28 2,04 2,22
SER464 8,18 4,49 3,68
LEU465 8,33 1,54
HIS466 8,29 3,60 2,08
PRO467 3,60 2,08
LEU468 10,73 2,65 1,75
LEU469 6,92 1,81 1,51
GLN470 8,35 2,33
GLU471 7,10 4,03 1,92 1,35
0,77




LYS474 7,22 3,95 1,87 1,35 1,45
ASP475
LEU476
Tabelle 7.2: Zuordnung der chemischen Verschiebungen der Protonen von PPARγ-
LBD
7.2 Tabelle der chemischen Verschiebungen von
HPr I14A
Nachfolgend die Zuordnungen fu¨r die 2D-HSQC-Messung von HPr I14A fu¨r die Temperaturen 278 K, 288 K, 298 K, 308 K und
318 K.
p/MPa 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
M1
E2 127,3 127,3 127,2 127,2
9,376 9,374 9,385 9,379
Q3 118,8 118,9 118,9 119,0
8,770 8,789 8,806 8,828
7.2. TABELLE DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON HPR I14A155
Q4 121,4 121,4 121,4 121,5
8,627 8,625 8,636 8,637
S5 120,6 120,7 120,7 120,8 120,8 120,8 120,9 120,9 120,9 120,9 121,1
8,218 8,230 8,241 8,249 8,256 8,255 8,270 8,269 8,268 8,280 8,291








G13 110,3 110,3 110,4 110,5 110,4 110,5 110,6 110,7 110,7 110,7 110,8












Q24 120,4 120,3 120,4 120,5 120,5 120,5 120,5 120,7 120,7 120,7 120,7
8,463 8,448 8,452 8,460 8,467 8,466 8,481 8,480 8,479 8,498 8,502
T25 116,0
7,946
A26 121,7 121,8 121,6 121,8 121,8 121,8 121,9 121,9 121,9 122,0 122,0
8,463 8,469 8,486 8,487 8,521 8,535 8,563 8,569 8,574 8,600 8,617
S27 107,4 107,5
8,041 8,031
K28 119,5 119,5 119,5 119,5
7,414 7,413 7,417 7,411
F29 118,1 118,1 118,2 118,3
7,482 7,488 7,498 7,500
D30 125,2 125,2 125,4
11,405 11,404 11,422
S31 116,9 116,9 117,0
9,294 9,293 9,318
D32 122,3 122,3 122,3 122,4 122,6
156 KAPITEL 7. ANHANG













G39 103,2 103,2 103,4
8,913 8,918 8,937
K40 122,5 122,5 122,5 122,5
7,816 7,808 7,791 7,779
K41
V42 116,3 116,3 116,6
9,117 9,109 9,093
N43 120,8 120,8 120,5 120,6 120,7 120,7 120,7 120,7 120,8 120,8 120,8
8,470 8,482 8,479 8,487 8,487 8,494 8,508 8,514 8,513 8,532 8,543
L44 129,7
9,117





M48 120,8 120,8 121,0 121,0 121,1 121,2 121,2 121,2 121,3 121,4 121,4










V55 119,9 119,9 119,9 120,0 120,0 120,0 120,0 120,1 120,1 120,1







E60 121,9 122,1 122,2 122,4 122,3 122,4 122,4 122,4 122,6 122,6 122,6
8,504 8,509 8,540 8,555 8,562 8,562 8,583 8,583 8,581 8,600 8,617
7.2. TABELLE DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON HPR I14A157
I61 117,0 117,0 117,1
8,960 8,959 8,950
T62 117,8 118,0 117,9 118,1
8,708 8,714 8,717 8,712
I63 127,1 127,3 127,2 127,3
9,103 9,102 9,106 9,107
Y64 123,6 123,6 123,6 123,7
8,913 8,911 8,915 8,903
A65 124,9 125,1
9,614 9,638
D66 122,3 122,3 122,3 122,5
8,981 8,979 9,004 8,991
G67 118,8 118,9
10,499 10,503
S68 115,5 115,5 115,8
9,158 9,163 9,175
D69 118,5 118,5 118,5 118,6
7,537 7,536 7,539 7,527
E70 118,4 118,4
7,162 7,132
A71 122,6 122,7 122,9 122,9 123,0 123,0 123,0 123,1 123,1 123,1
8,327 8,325 8,357 8,365 8,378 8,385 8,399 8,406 8,404 8,437
D72 119,9 120,0 120,1 120,3
7,782 7,808 7,839 7,867
A73 124,1 124,1 124,2 124,4
8,361 8,366 8,384 8,392
I74 115,6 115,6 115,6 115,8
7,537 7,536 7,533 7,527
Q75 119,7 119,7 119,7 119,7
7,401 7,413 7,430 7,452
A76 121,1 121,1 121,1 121,2
7,980 7,978 7,989 7,983
I77 121,5 121,6 121,6 121,8 121,8 121,8 121,9 121,9 121,9 122,0 122,0















158 KAPITEL 7. ANHANG
Tabelle 7.3: Zuordnung bei 278 K.
p/MPa 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
M1
E2 127,3 127,3 127,3 127,3 127,3
9,400 9,403 9,397 9,388 9,367
Q3 118,6 118,7 118,8 118,8 118,9 118,9
8,890 8,906 8,913 8,918 8,903 8,926
Q4 121,4 121,4 121,6 121,5 121,5
8,631 8,647 8,634 8,625 8,604
S5 120,6 120,8 120,7 120,9 120,8 121,0 121,0 121,0 121,1 121,1 121,1
8,297 8,307 8,307 8,292 8,277 8,300 8,301 8,306 8,312 8,310 8,310
Y6 119,4 119,4 119,4 119,4
9,026 9,029 9,016 8,993
T7 118,3 118,4 118,6 118,5





















Q24 120,2 120,2 120,2 120,2 120,3 120,3 120,4 120,4 120,4 120,4
8,508 8,491 8,450 8,407 8,386 8,409 8,415 8,421 8,419 8,425
T25 116,1 116,1 116,1 116,1
7,943 7,939 7,926 7,903
7.2. TABELLE DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON HPR I14A159
A26 121,8 122,0 122,0 122,0
8,556 8,572 8,573 8,557
S27 107,5 107,5 107,5 107,5 107,4
8,059 8,061 8,048 8,033 8,004
K28 119,5 119,5 119,5 119,5 119,5 119,5
7,426 7,435 7,422 7,400 7,371 7,394
F29 118,0 118,0 118,0 118,1
7,494 7,510 7,504 7,495
D30 125,4 125,5 125,5
11,423 11,433 11,418
S31 116,8 116,8 116,8 116,9 116,9
9,298 9,315 9,315 9,306 9,298
D32 122,5 122,5 122,5 122,5 122,5
8,229 8,239 8,226 8,217 8,188
I33 128,7 128,7 128,7 128,8
9,319 9,335 9,329 9,327
Q34 125,0 125,0 125,1 125,1
9,189 9,192 9,193 9,191
L35 124,0 124,0 124,0 124,0
9,257 9,260 9,247 9,231
E36 128,5 128,5 128,5
9,979 9,989 9,960
Y37 125,5 125,7 125,7 125,6 125,6
8,937 8,954 8,934 8,925 8,897
N38 129,2 129,2 129,4 129,5
9,509 9,526 9,520 9,518
G39 103,2 103,2 103,4 103,4
8,890 8,906 8,907 8,905
K40 122,5 122,4 122,5 122,5 122,5 122,5
7,848 7,844 7,817 7,795 7,753 7,762
K41 122,0 122,1 122,2 122,4 122,5 122,6 122,6 122,6 122,8 122,8
8,467 8,484 8,491 8,489 8,474 8,504 8,497 8,503 8,515 8,514
V42 116,6 116,6 116,6 116,8 116,9
9,155 9,151 9,131 9,116 9,083
N43 120,5 120,5 120,3 120,3
8,536 8,545 8,539 8,530
L44 129,6 129,8 129,8
9,101 9,131 9,145
K45 110,5 110,5 110,5 110,6
7,991 8,000 7,987 7,978
S46 113,9 113,9 113,9 113,9 113,9
7,596 7,585 7,558 7,522 7,521
I47 128,8
9,040
M48 120,6 120,6 120,9 121,1 121,1 121,3 121,4 121,4 121,4 121,4
8,433 8,456 8,471 8,510 8,488 8,518 8,524 8,537 8,535 8,541
G49 108,2 108,3
8,250 8,266
V50 123,1 123,1 123,1 123,0















E60 122,3 122,4 122,5 122,5 122,6 122,6 122,6 122,8 122,8 122,8 122,8
8,583 8,599 8,600 8,591 8,604 8,627 8,628 8,633 8,639 8,644 8,650
I61 117,2 117,2 117,2 117,2
8,978 8,981 8,975 8,952
T62 117,9 117,9 118,0 118,0 118,0
8,719 8,729 8,723 8,714 8,699
I63 127,2 127,2 127,2 127,3
9,121 9,131 9,118 9,102
Y64 123,6 123,6 123,6 123,6 123,7
8,931 8,940 8,920 8,905 8,876
A65 124,9 125,0 125,0 125,0
9,584 9,601 9,608 9,606
D66 122,4 122,4 122,4 122,5
8,985 8,994 8,995 8,986
G67 118,6 118,6 118,7 118,7
10,477 10,493 10,487 10,478
S68 115,4 115,4 115,5 115,7 115,8
9,128 9,138 9,138 9,129 9,124
D69 118,4 118,4 118,6 118,5 118,5
7,562 7,571 7,558 7,543 7,521
E70 118,4 118,4 118,4 118,4
7,194 7,197 7,170 7,154
A71 122,7 122,7 122,8 122,4 122,3 122,1 122,1 122,1 122,2 122,2 122,2
8,331 8,341 8,328 8,339 8,325 8,327 8,329 8,334 8,340 8,344 8,344
D72 119,8 119,9 119,9 120,0 120,1
7,746 7,769 7,790 7,801 7,800
A73 124,0 124,0 124,2 124,1
8,359 8,382 8,382 8,380
I74 115,7 115,7 115,7 115,7 115,6
7,555 7,564 7,551 7,536 7,507
Q75 120,1 120,1 120,1 120,0 120,0
7,432 7,449 7,456 7,454 7,439
A76 121,3 121,3 121,3 121,3 121,2
8,004 8,014 8,008 7,992 7,970
I77 121,6 121,7 122,4 122,4 122,5 122,5
8,243 8,245 8,287 8,285 8,270 8,300
T78 118,7 118,7 118,8 118,8
8,733 8,763 8,770 8,775
D79 119,9 119,9 119,6 119,8
8,120 8,143 8,086 8,116
V80 120,7 120,9 120,9 121,0 120,8 120,8
8,154 8,164 8,157 8,155 8,198 8,206
L81 121,2 121,2 121,1 121,1 121,1 121,3 121,3 121,3 121,3 121,4 121,4
8,066 8,061 8,048 8,040 8,018 8,041 8,042 8,048 8,047 8,052 8,058
S82









Tabelle 7.4: Zuordnung bei 288 K.
M1
E2 127,5 127,3 127,3 127,3 127,3 127,3 127,4
9,359 9,380 9,386 9,387 9,371 9,379 9,365
Q3 118,7 118,7 118,7 118,9 119,0 118,9
8,787 8,821 8,835 8,849 8,847 8,862
Q4 121,6 121,5 121,6 121,6 121,6 121,5 121,6
8,590 8,610 8,610 8,617 8,602 8,610 8,602
S5 120,6 120,5 120,6 120,6 120,6 120,6 120,7 120,7 120,7 120,9 120,9
8,222 8,249 8,249 8,257 8,234 8,242 8,234 8,249 8,246 8,254 8,261
Y6 119,5 119,4 119,4 119,4 119,4 119,5
8,998 9,012 9,005 9,006 8,983 8,998
T7 118,5 118,3 118,4 118,4 118,6 118,7
8,597 8,624 8,637 8,652 8,643 8,657
I8 128,2 128,0 128,0 128,2 128,1 128,1
9,060 9,073 9,073 9,081 9,065 9,073
I9 121,6 121,7 122,0 122,3 122,7 122,8 122,8 122,8 122,8
8,644 8,665 8,664 8,672 8,711 8,719 8,684 8,692 8,682
A10
E11 122,6 122,4 122,5 122,5 122,7
8,930 8,924 8,916 8,904 8,902
T12 113,4 113,2
8,447 8,474
G13 110,3 110,4 110,5 110,7 110,6








162 KAPITEL 7. ANHANG
T20
M21
L22 123,4 123,1 123,1 123,1
8,276 8,283 8,276 8,257
V23 120,2 120,1 120,1
8,018 8,025 8,024
Q24 120,2 119,9 119,9 119,9 120,1 120,0 120,3 120,2 120,2 120,2 120,3
8,481 8,461 8,433 8,406 8,357 8,365 8,350 8,358 8,362 8,363 8,370
T25 116,1 116,0 116,0 116,0 116,1 116,1
7,888 7,902 7,895 7,889 7,873 7,867
A26 122,0 121,9 121,9 122,0 122,0 121,9
8,528 8,542 8,549 8,549 8,541 8,562
S27 107,5 107,5 107,5 107,5 107,5
8,018 8,032 8,031 8,032 8,016
K28 119,5 119,4 119,4 119,5 119,5 119,5 119,5 119,5
7,391 7,398 7,398 7,398 7,376 7,391 7,363 7,371
F29 117,9 117,9 117,9 117,9 118,0 118,0
7,459 7,480 7,479 7,487 7,471 7,486
D30 125,7 125,6 125,6 125,6 125,7
11,389 11,409 11,409 11,410 11,401
S31 116,9 116,7 116,8 116,8 116,8 116,7 116,9
9,250 9,278 9,284 9,292 9,283 9,298 9,290
D32 122,8 122,5 122,5 122,5 122,5 122,5 122,5
8,215 8,236 8,235 8,229 8,221 8,235 8,214
I33 128,6 128,6 128,7 128,7 128,7
9,216 9,237 9,257 9,258 9,222
Q34 125,1 125,0 125,1 125,1 125,1 125,1
9,148 9,169 9,175 9,183 9,174 9,182
L35 124,1 124,1 124,1 124,1 124,0 124,0
9,216 9,230 9,230 9,224 9,208 9,216
E36 128,6 128,4 128,4 128,6 128,5 128,5 128,5
9,945 9,966 9,958 9,959 9,950 9,951 9,930
Y37 125,7 125,7 125,7 125,7 125,7 125,8
8,896 8,910 8,910 8,910 8,895 8,916
N38 129,0 129,1 129,1 129,2 129,4 129,3
9,434 9,455 9,461 9,469 9,460 9,468
G39 103,4 103,3 103,4 103,4 103,4 103,5
8,815 8,842 8,855 8,863 8,847 8,875
K40 122,6 122,4 122,4 122,4 122,4 122,3 122,4
7,841 7,841 7,820 7,807 7,778 7,779 7,737
K41 122,2 122,1 122,3 122,4 122,4 122,5 122,5 122,5 122,5 122,7 122,7
8,385 8,413 8,426 8,440 8,438 8,460 8,452 8,460 8,457 8,465 8,466
V42 116,9 116,9 116,9 116,9 116,9 117,0
9,148 9,148 9,141 9,128 9,113 9,107
N43 120,8 120,6 120,6 120,5 120,5
8,467 8,488 8,487 8,488 8,472
L44 129,6 129,7 129,7 129,8 129,8 129,9 130,0
9,032 9,073 9,100 9,121 9,126 9,155 9,133
K45 110,7 110,5 110,7 110,7 110,6 110,7 110,9
7,970 7,984 7,983 7,984 7,969 7,976 7,962
S46 114,0 113,8 113,8 113,8 113,8 113,7 113,6
7,568 7,562 7,541 7,528 7,485 7,486 7,458
I47 128,6
8,978
M48 120,4 120,5 120,6 120,6 120,9 121,0 121,0 121,2 121,2 121,3 121,3
7.2. TABELLE DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON HPR I14A163
8,345 8,379 8,406 8,427 8,452 8,473 8,459 8,474 8,471 8,479 8,479
G49 108,1 108,2 108,2 108,3 108,3 108,4
8,181 8,209 8,222 8,222 8,221 8,235
V50 122,8
8,270
M51 118,3 118,3 118,6
8,549 8,590 8,610
S52 113,8 113,8 113,9 113,9 114,1
7,786 7,807 7,813 7,827 7,812
L53 121,2 121,0 121,0 121,0
7,371 7,391 7,398 7,405
G54 106,4
7,698
V55 119,5 119,4 119,5 119,7
8,140 8,188 8,215 8,250
G56 116,1 116,1 116,3 116,5
7,405 7,432 7,445 7,439
K57 119,8 119,8 119,9 120,1 120,2 120,2 120,2
8,229 8,256 8,269 8,291 8,289 8,310 8,316
D58 120,8 120,8 120,8 120,8 120,9
8,774 8,794 8,780 8,781 8,759
A59 122,8 122,7 122,8 122,8 122,8
7,956 7,984 8,004 8,018 8,023
E60 122,4 122,4 122,4 122,5 122,5 122,5
8,494 8,522 8,528 8,536 8,568 8,582
I61 117,5 117,4 117,4 117,4 117,2 117,3 117,3
8,951 8,965 8,957 8,958 8,942 8,943 8,909
T62 118,1 117,9 117,9 118,0 118,0 118,0 118,0
8,685 8,706 8,712 8,713 8,697 8,712 8,691
I63 127,3 127,1 127,2 127,2 127,2 127,3 127,3
9,087 9,101 9,100 9,108 9,092 9,100 9,079
Y64 123,7 123,5 123,6 123,6 123,6 123,6 123,6
8,903 8,910 8,910 8,904 8,888 8,889 8,875
A65 124,9 124,9 124,9 124,9 125,0 124,9
9,509 9,543 9,557 9,571 9,562 9,584
D66 122,6 122,4 122,4 122,5 122,5 122,5
8,937 8,958 8,964 8,978 8,963 8,977
G67 118,5 118,4 118,4 118,6 118,6 118,5 118,6
10,401 10,429 10,428 10,443 10,427 10,448 10,427
S68 115,3 115,3 115,4 115,4 115,6 118,5
9,046 9,067 9,073 9,081 9,065 7,540
D69 118,5 118,4 118,4 118,4 118,6 118,6
7,548 7,555 7,554 7,555 7,539 7,513
E70 118,5 118,4 118,4 118,4 118,3 118,4 118,3
7,173 7,187 7,173 7,167 7,144 7,152 7,111
A71 122,8 122,5 122,7 122,8 122,8 122,8 122,8 122,9
8,290 8,304 8,303 8,297 8,282 8,290 8,262 8,276
D72 119,6 119,7 119,8 119,9 120,1 120,0 120,2 120,3
7,650 7,691 7,718 7,746 7,757 7,786 7,792 7,820
A73 123,9 123,9 123,9 124,1 124,0 124,1
8,311 8,338 8,344 8,359 8,357 8,371
I74 115,7 115,6 115,6 115,7 115,7 115,6
7,527 7,541 7,541 7,541 7,526 7,527
Q75 120,6 120,4 120,4 120,4 120,3 120,2
7,418 7,446 7,452 7,467 7,465 7,479
A76 121,6 121,5 121,5 121,5 121,4 121,4 121,4 121,4
7,977 7,997 7,997 7,998 7,982 7,990 7,969 7,977
164 KAPITEL 7. ANHANG
I77 121,4 121,5 121,6 121,7 121,8
8,202 8,209 8,201 8,188 8,166
T78 118,5 118,4 118,6 118,6 118,7 118,7 118,8 118,8
8,644 8,678 8,705 8,726 8,731 8,753 8,745 8,767
D79 120,2 120,1 120,2 120,2 120,1 120,2 120,2 120,3 120,3 120,3 120,5
8,065 8,106 8,133 8,154 8,125 8,140 8,126 8,140 8,144 8,152 8,152
V80 120,6 120,5 120,6 120,6 120,5 120,4 120,5 120,6 120,6 120,6 120,7
8,106 8,127 8,133 8,141 8,132 8,147 8,132 8,147 8,151 8,158 8,166
L81 120,8 120,8 120,9 120,9 120,9 120,8 121,0 121,0 121,0 121,0 121,2
8,038 8,032 8,017 8,005 7,996 8,004 7,989 8,004 8,001 8,009 8,009
S82 112,0 112,2 112,2 112,3 112,4





G85 107,5 107,6 107,8 107,8
7,895 7,929 7,942 7,957
L86 117,5 117,6 117,8 118,0
8,147 8,181 8,181 8,195
T87 107,9 108,1 108,2
7,480 7,507 7,486
E88 124,9 125,0 125,1 125,3 125,4
8,501 8,522 8,528 8,529 8,513
Tabelle 7.5: Zuordnung bei 298 K.
p/MPa 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
M1
E2 127,3 127,3 127,4 127,4
9,331 9,352 9,350 9,359
Q3 118,6 118,7 118,7 118,9 118,9
8,691 8,718 8,737 8,753 8,765
Q4 121,4 121,5 121,5 121,6
8,548 8,568 8,574 8,576
S5 120,4 120,4 120,4 120,5
8,160 8,173 8,193 8,188
Y6 119,4 119,4 119,4
8,971 8,977 8,978
T7 118,2 118,3 118,3 118,3
8,535 8,555 8,574 8,583
I8 127,9 127,9 127,9 127,9





















V23 119,9 120,0 120,0
7,949 7,955 7,954
Q24 119,8 119,8 119,8 119,8
8,426 8,412 8,390 8,365
T25 115,8 115,9 115,9 116,0
7,840 7,853 7,845 7,847
A26 121,7 121,7 121,9 121,9
8,501 8,514 8,519 8,521
S27 107,4 107,4 107,5 107,5 107,4
7,969 7,983 7,988 7,990 7,988
K28 119,4 119,4 119,4 119,4
7,350 7,363 7,362 7,357
F29 117,6 117,6 117,8 117,8
7,418 7,431 7,443 7,445
D30 125,7 125,7 125,7
11,347 11,361 11,375
S31 116,7 116,7 116,7 116,7
9,202 9,222 9,235 9,243
D32 122,3 122,4 122,4 122,4
8,181 8,207 8,220 8,215
I33 128,4 128,4 128,6 128,6
9,107 9,134 9,146 9,155
Q34 125,0 125,0 125,0 125,0
9,114 9,127 9,139 9,141
L35 124,0 124,1 124,1 124,1 123,9
9,175 9,188 9,187 9,189 9,180
E36 128,4 128,4 128,4 128,4
9,910 9,924 9,929 9,931
Y37 125,5 125,7 125,7 125,7 125,7
8,841 8,861 8,860 8,862 8,867
N38 128,7 128,9 129,0
9,359 9,398 9,400
G39 103,3 103,3 103,4 103,4
8,746 8,773 8,778 8,787
K40 122,3 122,3 122,3 122,3 122,3
7,813 7,812 7,804 7,793 7,777
K41 122,1 122,2 122,3 122,3 122,4
8,303 8,330 8,342 8,358 8,370
V42 117,1 117,1 117,1 117,2
166 KAPITEL 7. ANHANG





K45 110,6 110,7 110,8 110,8
7,942 7,955 7,954 7,956
S46 113,7 113,7 113,7 113,7
7,527 7,526 7,512 7,493
I47
M48 120,1 120,2 120,4 120,5
8,255 8,296 8,322 8,337
G49 107,9
8,119
V50 122,7 122,7 122,7 122,7 122,7
8,208 8,221 8,220 8,222 8,220
M51 118,2
8,467








G56 115,3 115,6 116,0
7,329 7,356 7,370
K57 119,7 119,7 120,0
8,153 8,180 8,208
D58 120,5 120,6 120,7
8,719 8,732 8,737
A59 122,5 122,6 122,6 122,7
7,922 7,942 7,954 7,976
E60 122,3 122,3 122,4 122,6
8,405 8,425 8,438 8,446
I61 117,3 117,4 117,4 117,4
8,923 8,929 8,935 8,923
T62 117,9 117,9 117,9 117,9
8,650 8,664 8,669 8,678
I63 127,1 127,1 127,1 127,2
9,052 9,072 9,064 9,066
Y64 123,5 123,5 123,5 123,7
8,862 8,875 8,880 8,869
A65 124,6 124,7 124,8
9,427 9,454 9,480
D66 122,4 122,4 122,4 122,6
8,896 8,916 8,921 8,930
G67 118,2 118,3 118,3 118,3
10,319 10,339 10,358 10,360
S68 115,2 115,3
8,957 8,996
D69 118,3 118,3 118,5 118,5
7,520 7,533 7,532 7,527
E70 118,4 118,5 118,5 118,3 118,3
7,159 7,166 7,157 7,152 7,144
7.2. TABELLE DER CHEMISCHEN VERSCHIEBUNGEN VON HPR I14A167
A71 122,5 122,6 122,6 122,7 122,7 122,8
8,249 8,255 8,261 8,263 8,261 8,252
D72 119,4 119,6 119,7 119,7 119,8
7,581 7,608 7,641 7,656 7,675
A73 123,6 123,8 123,8 123,9 123,9 124,1 124,1
8,255 8,282 8,295 8,303 8,315 8,320 8,325
I74 115,6 115,6 115,6 115,6 115,7
7,506 7,513 7,518 7,513 7,512
Q75 120,8 120,6 120,7 120,7
7,411 7,431 7,443 7,445
A76 121,4 121,5 121,5 121,5 121,5
7,949 7,962 7,968 7,970 7,968
I77 120,8 121,1 121,2 121,3 121,5 121,6 121,7 121,7 121,9 121,9 121,9
8,160 8,167 8,165 8,154 8,145 8,123 8,128 8,133 8,141 8,148 8,150
T78 118,2 118,3 118,3 118,5
8,562 8,602 8,622 8,644
D79
V80 120,2 120,2 120,2 120,4
8,044 8,071 8,090 8,099
L81 120,2 120,4 120,5 120,5 120,7 120,7 120,6 120,8 120,8 120,8 120,8
7,990 7,990 7,975 7,949 7,941 7,946 7,944 7,949 7,951 7,957 7,959
S82 112,0 112,2 112,3 112,4 112,6 112,7 112,9 113,0 113,1 113,3 113,4
7,493 7,506 7,518 7,513 7,518 7,517 7,515 7,513 7,515 7,515 7,517
K83 123,4
8,637
E84 115,2 115,3 115,5
8,160 8,167 8,172
G85 107,4 107,5 107,8
7,881 7,901 7,929
L86 117,5 117,6 117,8 118,1
8,099 8,126 8,138 8,140
T87 107,9
7,459
E88 125,0 125,2 125,3 125,3
8,392 8,412 8,424 8,433
Tabelle 7.6: Zuordnung bei 308 K.

































L22 123,5 123,5 123,5 123,7 123,8







































































































A76 121,5 121,5 121,5 121,6 121,6

























Tabelle 7.7: Zuordnung bei 318 K.
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;2D homonuclear correlation via dipolar coupling
;dipolar coupling may be due to noe or chemical exchange.
;phase sensitive using TPPI












3 d12 pl9:f1 ;fq=-1698:f1
4u UNBLKGRAD
;***************************************************************
; wait for p-jump unit and send pulslenght as parameter for pretrigger
1u trigpl3 ;wait for ready signal from p-jump unit
1u setnmr4|13 ;send pulse to p-jump unit
d2 ;p-jump unit measures d2 + 2usec due to
1u setnmr4∧13 ;1usec length of setnmr instructions
1u trigpe3 ;wait for negative edge of pretrigger from p-jump unit
; end of p-jump header, standard pulsprogram starts here
;****************************************************************















d11 mc #0 to 2 F1PH(id0, ip1, zd, dd5)
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exit
ph1=0 2
ph2=0 0 0 0 0 0 0 0
2 2 2 2 2 2 2 2
ph3=0 0 2 2 1 1 3 3
ph29=0
ph31=0 2 2 0 1 3 3 1
2 0 0 2 3 1 1 3
;hl1: ecoupler high power level
;hl2: ecoupler power level for presaturation
;p1 : 90 degree transmitter high power pulse
;p18: presaturation during relaxation delay
;p19: presaturation during mixing time
;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;d11: delay for disk I/O [30 msec]
;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay (e.g. to compensate delay line) [3 usec]
;in0: 1/(2 * SW) = DW
;nd0: 2
;NS: 8 * n
;DS: 2 or 4
;td1: number of experiments
;MC2: TPPI
7.4 Technische Zeichnungen
Im Folgenden werden die technischen Zeichnungen des Autoklaven, der Druck-
schraube, des Dichtkegels, des Teflon-Stopfens, des Spinners und des Einsatzroh-
res dargestellt. Zusa¨tzlich befindet sich am Ende eine Zeichnung eines zusammen-
gebauten Systems.
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Abbildung 7.1: Maßstabsgetreue Zeichnung des Autoklaven fu¨r die Hochdruckkapilla-
ren.
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Abbildung 7.2: Maßstabsgetreue Zeichnung der Druckschraube.
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Abbildung 7.3: Maßstabsgetreue Zeichnung des Dichtkegels.
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Abbildung 7.4: Maßstabsgetreue Zeichnung des Teflonstopfens fu¨r den Berstschutz.
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Abbildung 7.5: Maßstabsgetreue Zeichnung des Spinners.
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Abbildung 7.6: Maßstabsgetreue Zeichnung des Einsatzrohres.
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